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“No recibimos sabiduría, debemos descubrirla nosotros mismos; tras un largo viaje que 
nadie puede librarnos o hacer por nosotros”. 
- Marcel Proust 
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Abstract 
Background: Lung resection surgeries (LRS) cause an inflammatory response that triggers 
the ischemia reperfusion injury (IRI) associated with local and systemic alterations. 
Different strategies have been investigated to prevent the IRI. Among them, 
preconditioning has emerged as a promising strategy. Also lidocaine, a local anaesthetic 
with anti-inflammatory activity seems promising but its modulation of IRI has not been 
investigated yet. The general aim of this study was to investigate a possible role of the 
proinflammatory and proapoptotic mediators in the lung IRI and to determinate whether 
these alterations can be accompanied by glycocalyx and miRNAs expression alterations. In 
addition, a possible modulation of this injury by preconditioning techniques and lidocaine 
administration was investigated.  
Methods: Large White pigs underwent LRS. In addition, some animals received ischemic 
or anaesthetic (sevoflurane) preconditioning and others received lidocaine. Broncho 
alveolar lavage, plasma, lung and liver samples were taken before pneumonectomy, before 
reperfusion and at two time-points after reperfusion in order to perform biochemical 
determinations.  
Results: LRS caused lung damage with increased inflammation apoptosis. These alterations 
were also evident in systemic and hepatic samples. Increased miRNAs expression and 
glycocalyx degradation were also observed after reperfusion. Both preconditioning and 
lidocaine administration reduced significantly the abovementioned alterations.  
Conclusions: Our results suggest that both preconditioning and lidocaine can prevent LRS-
induced lung IRI through reduced expression of inflammation and apoptosis. In addition, 
lidocaine reduced significantly the alterations of miRNAs and glycocalyx caused by IRI. 
Introduction 
Several pathophysiological mechanisms have been described to explain the lung injury that 
occurs during LRS. It seems that inflammation plays a pivotal role increasing oxidative 
stress and apoptosis and causing barrier disruption (endothelial and epithelial). The 
consequent injury is called ischemia reperfusion injury (IRI). During IRI, endothelial cells 
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suffer swelling and detachment from the basement membrane (Kurose et al. 1997) which 
suggests an involvement of the endothelial glycocalyx. On the other hand, microRNAs 
(miRNAs), short RNA sequences that act as post-transcriptional regulators, have emerged 
as promising disease biomarkers. In fact, recent studies have examined the possibility that 
changes in miRNAs expression could be used as biomarkers for IRI (Shapiro et al. 2011) 
and transplants (Zhang et al. 2013).  
Is has been observed that lung IRI induces damage to remote organs too (Esme et al. 2006). 
Liver seems to be particularly sensitive to IRI when it is directly (Serracino-Inglott et al. 
2001) or indirectly (Kelly 2003) involved. Different methods have been developed to 
mitigate IRI. Remote ischaemic preconditioning (repetitive ischaemic episodes in an organ 
that is remote from the organ to be protected), has been proposed to prevent the damage 
caused by cardiac, hepatic or brain ischaemia. Also, it has been proposed the anaesthetic 
preconditioning with volatile anaesthetics (sevoflurane, halothane and isoflurane, among 
others) which exhibit anti-inflammatory effects in different organs and systems 
(Yonemochi et al. 2006, Tanaka et al. 2004b, Xiong et al. 2003, Plachinta et al. 2003). Anti-
inflammatory effects have been related also with another anaesthetic, the lidocaine 
(Hollmann et al. 2001, McCarthy et al. 2010, Picardi et al. 2013) that also acts on 
endothelial lung cells attenuating the damage to these cells caused by cytokines (Lan et al. 
2005). Therefore, we hypothesized that IRI caused during LRS causes an inflammatory 
response that also affects distant organs due to the release of proinflammatory and apoptotic 
mediators into the bloodstream and that it is possible to modulate this inflammatory 
response through preconditioning techniques: ischemic or anaesthetic.  
Materials and Methods 
For the content of this section, we refer to the papers that constitute this thesis  
Results 
i. Lung resection surgery induced a significant increase in the levels of inflammatory and 
apoptotic mediators, both locally and systemically.  
ii. These alterations may be secondary to the I/R per se or the OLV required in these 
surgical procedures  
iii. The increased levels of proinflammatory mediators was accompanied by changes in the 
expression profile of microRNAs and alterations in the integrity of glycocálix.  
 
 
 
iv. Anaesthetic administration of sevoflurane or lidocaine significantly diminished the 
abovementioned alterations both locally and systemically.  
Discussion 
It seems that one of the main alterations due to I/R consists in increased inflammatory 
response both local and systemic. In accordance with that, in our studies we have observed 
alterations of the inflammatory response, both locally and systemically, in all the analysed 
models. Locally, we observed that the ischemia per se induces alterations of pro-
inflammatory and anti-inflammatory cytokines expression. In addition, we observed that, 
after reperfusion, these alterations were even greater which is in accordance with previous 
studies from our group (Simon Adiego et al. 2011, Casanova et al. 2011), as well as with 
others (de Perrot et al. 2003). These alterations were also evident in systemic and hepatic 
samples.  
In our studies, lidocaine administration reduced the abovementioned alterations of the 
inflammatory and apoptotic responses. Preconditioning, both ischemic and anaesthetic, 
results effective too in the modulation of the IRI. In particular, we observed that it was 
effective also at systemic and hepatic levels, reducing the inflammatory response and the 
apoptosis. 
All the previously described alterations contribute to develop a pulmonary oedema. In our 
studies, the oedema was evident in all the experimental models and all the tested strategies 
of damage modulation reduced it significantly.  
Recently it has been proposed that the oedema could be caused not only by the 
inflammatory response, but also by the loss of integrity of the endothelial glycocalyx 
(Rehm et al. 2007). In accordance with this hypothesis, we observed a degradation of 
glycocalyx after reperfusion. Also, this degradation was accompanied, in our models, by 
an increased neutrophils activation. Lidocaine administration reduced significantly the 
glycocalyx degradation and the expression of adhesion molecules.  
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Several miRNAs have been related to pulmonary diseases associated to inflammatory 
process (Xie et al. 2012) as well as after IRI (Weiss et al. 2012). In accordance with these 
studies, we observed significant alterations of the expression of several miRNAs after 
reperfusion.  
  
 
 
 
Resumen 
Antecedentes: La cirugía de resección pulmonar (CRP) causa una respuesta inflamatoria 
que desencadena un daño por isquemia-reperfusión (IRI) lo cual se asocia con alteraciones 
locales y sistémicas. Diferentes estrategias han sido investigadas para reducir el IRI. Entre 
ellas, el precondicionamiento parece una estrategia prometedora. También la lidocaína, un 
anestésico local que posee capacidad anti-inflamatoria parece prometedor. El objetivo 
general de este trabajo, fue investigar el posible papel de los mediadores proinflamatorios 
y apoptóticos en el daño secundario a la isquemia-reperfusión pulmonar y determinar si 
estos cambios van acompañados por modificaciones en alteraciones del glicocálix y/o la 
expresión de miRNAs. Además se investigó la posible modulación de este daño mediante 
técnicas de precondicionamiento o la administración de lidocaína 
Métodos: Cerdos de raza Large White fueron sometidos a CRP. Para la protección 
pulmonar se emplearon técnicas de precondicionamiento, isquémico o anestésico 
(sevoflurano) y administración de lidocaína. Muestras de lavado bronco-alveolar, plasma, 
pulmón e hígado fueron tomadas antes de la neumonectomía, antes de la reperfusión y en 
dos tiempos después de la reperfusión con el fin de realizar las determinaciones 
bioquímicas.  
Resultados: La cirugía causó un daño pulmonar con aumento de inflamación y apoptosis. 
Estas alteraciones se observaron también a nivel sistémico y hepático. También se observó 
aumento de la expresión de miRNAs y una degradación del glicocálix después de la 
reperfusión. Tanto el precondicionamiento, quirúrgico o anestésico, como la 
administración de lidocaína redujeron significativamente estas alteraciones. 
Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que tanto el precondicionamiento, quirúrgico 
o anestésico, como la lidocaína pueden prevenir el IRI inducido por las CRP reduciendo la 
inflamación y el apoptosis. Además, la lidocaína reduce significativamente las alteraciones 
observadas a cargo de miRNAs y glicocálix. 
Introducción 
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Varios mecanismos fisiopatológicos se han descrito para explicar la lesión pulmonar que 
se produce tras las CRP. Parece que la inflamación juega un papel fundamental 
contribuyendo a un aumento de estrés oxidativo y apoptosis y produciendo alteración de 
las barreras endotelial y epitelial. El consecuente daño se denomina lesión por isquemia-
reperfusión (IRI). Durante el IRI se observa hinchazón y desprendimiento de la membrana 
basal por parte de las células endoteliales (Kurose et al. 1997) lo cual sugiere una 
implicación del glicocálix endotelial. Por otro lado, los microRNAs (miRNAs), secuencias 
cortas de ARN que actúan como reguladores post-transcripcionales, han surgido como 
prometedores marcadores de diferentes enfermedades. De hecho, estudios recientes han 
examinado la posibilidad de que cambios en la expresión de los miRNAs podrían utilizarse 
como marcadores para el IRI (Shapiro et al. 2011) y los trasplantes (Zhang et al. 2013). 
Se ha observado que el IRI pulmonar induce también una respuesta sistémica que puede 
dañar órganos lejanos (Esme et al. 2006). El hígado parece ser particularmente sensible al 
IRI tanto cuando es implicado directamente (Serracino-Inglott et al. 2001) como 
indirectamente (Kelly 2003). Diferentes métodos han sido desarrollados para mitigar el IRI. 
El precondicionamiento isquémico remoto (episodios isquémicos repetitivos en un órgano 
que es remoto respecto al órgano a proteger) se ha propuesto para reducir el daño causado 
por isquemias a nivel cardiaco, hepático o cerebral. También se ha propuesto el 
precondicionamiento con anestésicos volátiles (sevoflurano, halotano e isofluorano, entre 
otros) que presentan efectos anti-inflamatorios en diferentes órganos y sistemas 
(Yonemochi et al. 2006, Tanaka et al. 2004b, Xiong et al. 2003, Plachinta et al. 2003). 
Efectos antiinflamatorios se han relacionado también con otro anestésico, la lidocaína 
(Hollmann et al. 2001, McCarthy et al. 2010, Picardi et al. 2013), la cual además actúa 
sobre las células endoteliales pulmonares atenuando el daño a su cargo producido por las 
citoquinas (Lan et al. 2005). Por lo tanto, en este trabajo se ha hipotetizado que el IRI 
producido por las CRP no sólo afecta al funcionamiento del órgano involucrado en la 
cirugía, sino que también produce una respuesta inflamatoria sistémica debido a la 
liberación de mediadores proinflamatorios y apoptóticos en el torrente sanguíneo y que esto 
se puede modular a través de diferentes técnicas.  
Materiales y Métodos 
Para los materiales y métodos se hace referencia a los artículos que forman parte de esta 
tesis doctoral. 
 
 
 
Resultados 
i. La cirugía de resección pulmonar indujo un aumento significativo de los niveles de 
mediadores inflamatorios y/o apoptóticos, tanto a nivel local como sistémico 
ii. Estos cambios podrían ser secundarios tanto a la respuesta inflamatoria quirúrgica así 
como al daño pulmonar producido durante la ventilación unipulmonar (OLV) técnica 
ampliamente utilizada durante las intervenciones torácicas 
iii. El aumento de los niveles de mediadores proinflamatorios fue acompañado por 
modificaciones en el perfil de expresión de microRNAs y alteraciones en la integridad 
del glicocálix 
iv. La modulación anestésica con sevoflurano o lidocaína, disminuyó significativamente 
estos efectos tanto a nivel local como sistémico 
Discusión 
Una de las principales alteraciones producidas por el IRI parece ser un aumento de la 
respuesta inflamatoria local y sistémica. De acuerdo con eso, en nuestros estudios hemos 
observado alteraciones de la respuesta inflamatoria, tanto a nivel local como sistémico, en 
todos los modelos analizados. A nivel local, se observó que la isquemia per se induce 
alteraciones de la expresión de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias. Además, 
se observó que, después de la reperfusión, estas alteraciones eran aún mayores, lo cual está 
de acuerdo con estudios previos de nuestro grupo de (Simon Adiego et al. 2011, Casanova 
et al. 2011) y de otros (de Perrot et al. 2003). Alteraciones inflamatorias también se 
observaron a nivel sistémico y hepático.  
En nuestros estudios, la administración de lidocaína redujo las alteraciones de la respuesta 
inflamatoria y apoptótica mencionados anteriormente. El precondicionamiento, tanto 
isquémico como anestésico, resultó también eficaz en la modulación del IRI. En particular, 
se observó su eficacia a nivel sistémico y hepático donde redujo tanto la respuesta 
inflamatoria como la apoptótica. 
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Todas las alteraciones descritas anteriormente contribuyen a desarrollar un edema 
pulmonar. En nuestros estudios, el edema era evidente en todos los modelos analizados y 
todas las estrategias de modulación del daño investigadas lo redujeron significativamente. 
Recientemente se ha propuesto que el edema podría ser causado no sólo por la respuesta 
inflamatoria, sino también por la pérdida de la integridad de la glicocálix endotelial (Rehm 
et al. 2007). De acuerdo con esta hipótesis, se observó una degradación del glicocálix 
después de la reperfusión. Además, esta degradación era acompañada, en nuestros modelos, 
por un aumento de la activación de los neutrófilos. La administración de lidocaína redujo 
significativamente la degradación del glicocálix y la expresión de las moléculas de 
adhesión. 
Varios miRNAs se han relacionado con enfermedades pulmonares asociadas a procesos 
inflamatorios (Xie et al. 2012) así como después del IRI (Weiss et al. 2012). De acuerdo 
con estos estudios, se observó una alteración importante de la expresión de varios miRNAs 
después de la reperfusión.  
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Lesión por isquemia/reperfusión 
La isquemia/reperfusión es un proceso relativamente frecuente en diferentes 
situaciones clínicas, incluyendo cirugía y trasplante. La fisiopatología de este proceso 
incluye no solo el fallo del aporte de sangre en un momento determinado, sino también el 
efecto posterior de la reperfusión sobre las células isquémicas, con un metabolismo 
disminuido, reduciendo su capacidad de detoxificar los radicales libres generados en la 
respiración celular y/o otros procesos metabólicos. El daño celular activa una respuesta 
inflamatoria con infiltración de polimorfonucleares a los tejidos, los cuales a su vez pueden 
producir radicales libres de oxígeno, aumentando así el daño isquémico. La acumulación 
de mediadores proinflamatorios tales como citoquinas, metabolitos del araquidónico y/o el 
complemento, endotoxinas procedentes de células necróticas etc. justificarían en parte el 
fallo multiorgánico relacionado con la I/R en algunos pacientes. 
Se puede definir la isquemia, como la limitación del flujo sanguíneo; es una 
condición en la cual un tejido es privado de oxígeno y nutrientes. Esto induce alteraciones 
de los fenómenos respiratorios celulares y del metabolismo celular del órgano afectado que 
pasa de aerobio a anaerobio con disminución del nivel energético. Hay una creciente 
evidencia de que el daño originado a los tejidos ocurre no solo durante la fase hipóxica o 
isquémica, sino también durante la re-oxigenación del tejido (Wilkins et al. 1994, 
Shinozawa, Koike 2003).  
Es generalmente aceptado que los radicales libres juegan un papel central en el daño 
por reperfusión. Cuando las células son privadas de oxígeno, deben depender de la glicolisis 
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anaeróbica y de los depósitos de glucógeno para la síntesis de ATP. Se acumula NADH y 
lactato, y todos los componentes del sistema de transporte de electrones mitocondrial están 
saturados puesto que no pueden transferirse electrones al oxígeno. El potencial de 
membrana mitocondrial está aumentado y cuando se reintroduce el oxígeno se producen 
rápidamente grandes cantidades de especies reactivas de oxígeno (ROS), superando los 
mecanismos de captura.  
Las ROS fluyen a través de la célula, dañando los lípidos de la membrana, el DNA 
y otros constituyentes celulares vitales, lo que conduce a la muerte celular. Este proceso 
que se caracteriza por un aumento de la permeabilidad microvascular, edema y necrosis 
tisular, se asocia generalmente con la formación de radicales libres y la infiltración de 
neutrófilos (Grace 1994, de Perrot et al. 2003) que pueden contribuir al daño celular a través 
de diferentes mecanismos: (i) Liberación de radicales libres (O2−; OH−) en el burst 
respiratorio de la  NADPH oxidasa, (ii) liberación de enzimas proteolíticos (elastasa, 
catepsina G y proteinasa), (iii) estimulación de la liberación de citoquinas por las células 
locales, promoviendo así una mayor infiltración de neutrófilos lo que a su vez contribuiría 
a la disminución del flujo sanguíneo (de Perrot et al. 2003, Vermeiren et al. 2000, King et 
al. 2000, Ambrosio, Tritto 1999).  
En los tejidos privados de oxígeno (isquemia), el fallo de la cadena de transporte de 
electrones conduce a la disminución de los niveles de ATP (Jennings et al. 1983). Además 
el metabolismo anaeróbico induce un aumento de la producción de ácido láctico; esta 
acidosis altera la homeostasis celular: hay una pérdida de Ca2+ y una alteración de los 
gradientes iónicos, con la subsecuente pérdida de enzimas esenciales y proteínas (Chaudry 
et al. 1981). En adición, el AMP se convertirá en adenosina, xantina e hipoxantina (Van 
Bilsen et al. 1989), sustratos de la xantina oxidasa. Este enzima funciona normalmente 
como xantina deshidrogenasa pero durante la isquemia funciona en sentido contrario y 
 
 
 
parece jugar un papel fundamental en la producción de radicales libres durante el daño 
inducido por la isquemia-reperfusión (I/R) (Chambers et al. 1985, McCord 1985). Las 
consecuencias de este daño incluyen pérdida de Ca2+, edema, daño secundario a los 
radicales libres y muerte celular (Reimer et al. 1983). 
La I/R se asocia con la producción del radical superóxido (O2−) generado por los 
sistemas NADPH oxidasa y xantina oxidasa. En presencia de la superóxido dismutasa 
(SOD), el O2− es convertido en peróxido de hidrógeno (H2O2) y se forma el radical hidroxilo 
en la reacción de Harber– Weiss (Fenton). Además, el O2− puede interaccionar con el óxido 
nítrico (NO) originando peroxinitrito (ONOO−), un oxidante que rápidamente nitrosila 
residuos de tirosina de las proteínas celulares (Beckman, Koppenol 1996). El NO tiene una 
acción controvertida en la producción del daño por reperfusión (Nonami 1997). Por un 
lado, su ausencia se ha relacionado con una mayor adhesión de los neutrófilos al endotelio 
vascular y condiciona un incremento en el tono vascular. Así, las sustancias donadoras de 
NO han mostrado un efecto cardioprotector durante la reperfusión. Sin embargo, también 
existe evidencia de que el NO es capaz de condicionar daño tisular durante la reperfusión 
por varios mecanismos, incluida la formación de radicales libres (Schulz, Wambolt 1995). 
El papel exacto del NO en la producción del daño no ha sido totalmente aclarado.  Lefer et 
al. demostraron que el ONOO− a concentración nanomolar inhibe la interacción al endotelio 
de los leucocitos y protege frente al daño inducido por la I/R en ratas (Lefer et al. 1997). 
Sin embargo, otros autores han demostrado para este radical un papel como mediador del 
daño secundario a la I/R (Mihm et al. 2001, Cuzzocrea et al. 2000).  
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Además, el ·NO se asocia a la muerte celular por apoptosis de forma dual. En 
concentraciones fisiológicas, la apoptosis se inhibe por nitrosilación de caspasa 3, efecto 
asociado a inhibición de la liberación del citocromo C por bloqueo del clavaje de Bcl-2 
(caspasa 3-dependiente). En niveles altos, el ·NO actúa induciendo apoptosis, lo que podría 
estar mediado por peroxinitrito, el cual provocaría un cambio en la permeabilidad 
mitocondrial con la consecuente liberación de citocromo C, como también por daño al 
ADN y la consiguiente activación de PARS (poly (ADP-ribose) synthase) (Clemens 1999). 
Al mismo tiempo la pérdida de ATP conduce al metabolismo anaeróbico, con la 
consecuente acidosis y pérdida de la homeostasis celular. Subsecuentemente hay una 
pérdida de los gradientes iónicos a través de membrana, causando pérdida de Ca2+ y entrada 
de sodio. Esto a su vez origina edema seguido de la ruptura de enzimas y proteínas y 
finalmente muerte celular. La pérdida de enzimas y proteínas, especialmente aquellas de 
origen mitocondrial activa al sistema de complemento. Por otra parte la producción de 
radicales libres pude estimular la producción del factor activador de plaquetas (PAF) y 
leucotrieno B4, factores quimiotácticos que inducen la activación de neutrófilos, con la 
subsiguiente liberación de enzimas proteolíticos tales como mieloperoxidasa (MPO) y 
elastasa. La MPO cataliza la formación del altamente tóxico ácido hipocloroso (HOCl), un 
componente importante del daño oxidativo inducido por los neutrófilos. La elastasa puede 
degradar componentes importantes de matriz extracelular alterando la propiedad barrera de 
las células endoteliales, así como inducir la lisis celular. Cuando este proceso alcanza un 
cierto nivel, el daño puede ser irreversible. 
Es ampliamente aceptado que el daño por isquemia reperfusión induce una 
respuesta inflamatoria. La isquemia produce lesión tisular fundamentalmente por anoxia, 
mientras que la reperfusión es esencialmente un fenómeno inflamatorio. La principal 
peculiaridad del fenómeno inflamatorio de la reperfusión está en los mediadores 
 
 
 
bioquímicos que lo ponen en marcha, y en los que están implicados múltiples mediadores 
de la inflamación, plaquetas, leucocitos y el endotelio vascular, los cuales, al interaccionar, 
derivan en la lesión por reperfusión (Serracino-Inglott et al. 2001, Banga et al. 2005).  Entre 
los mediadores inflamatorios descritos en la lesión por I/R destacan los radicales libres de 
oxígeno (Fan et al. 1999, Al-Mehdi et al. 1997) y las citoquinas (Lentsch et al. 2000), entre 
las cuales destacan  las interleuquinas-1(IL-1), -6 (IL-6), -8 (IL-8), -10 (IL-10) y el factor 
de necrosis tumoral alpha (TNF-α) o las quimioquinas entre las cuales resaltan la proteína 
chimiotáctica de monocitos 1 (monocyte chemotactic protein 1, MCP-1) y la proteína 
inflamatoria de los macrófagos 2 (macrophage inflammatory protein 2, MIP-2).  
Además, destacan por su papel en la respuesta inflamatoria, las moléculas de 
adhesión celular como la molécula de adhesión intracelular (Intercellular Adhesion 
Molecule, ICAM) y la proteína de adhesión vascular (VCAM) (Ranieri et al. 1999, von 
Hundelshausen et al. 2009). También se ha demostrado la participación de interleuquinas 
con propiedades antiinflamatorias que funcionan como reguladores del proceso 
inflamatorio que se desarrolla en la I/R, como IL-6, IL-13 y IL-10 (Ranieri et al. 1999). En 
el inicio de este proceso inflamatorio son determinantes los macrófagos alveolares (Jordan 
et al. 2000) y los mediadores inflamatorios que estos producen, entre los que destacan las 
citoquinas.  
Las citoquinas proinflamatorias como IL-1, TNF-α o IF-γ así como el óxido nítrico 
y otros radicales libres pueden inducir apoptosis. Para ello emplean la unión y activación 
de receptores específicos así como la reducción en la expresión de la variante antiapoptótica 
del gen bcl-2 La unión de TNF a su receptor, TNFR, activa el dominio citosólico de muerte 
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celular asociado al receptor, (TRADD). Posteriormente se activan y reclutan tres proteínas 
más: RIP (proteína 1 de interacción con TNFR1), el dominio de muerte celular de Fas 
(FADD) y el dominio de muerte celular asociado al TNFR2 (TRAF2).  Una vez reclutados 
los dominios de muerte, la cascada de acontecimientos es dual, ya que por un lado se puede 
inducir la apoptosis, o bien la respuesta inflamatoria, o ambas. En la primera opción, los 
dominios de muerte interaccionan con caspasas iniciadoras (principalmente caspasa 8) y en 
la vía inflamatoria es predominante la activación del NF-κB y 2 vías dependientes de 
quinasas: como p38 y JNK (quinasa del dominio n-terminal de c-Jun). 
Diferentes estudios examinando los mecanismos celulares implicados en la 
inflamación han sugerido que la cascada de activación de quinasa podría jugar un papel 
importante en la respuesta inflamatoria. Las protein quinasas activadas por mitógenos 
(MAPKs) son una familia de serina/treonina protein quinasas que pueden actuar como 
mediadores en diferentes procesos biológicos fundamentales así como en las respuestas 
celulares a las señales externas de stress (Owens, Keyse 2007). Las tres cascadas de 
quinasas de stress mejor caracterizadas son la quinasa clásica activada por mitógenos 
(MAP) quinasa (ERK1/2), la protein quinasa activada por stress /c-Jun N-terminal protein 
quinasa y los enzimas de la familia p38. Estas cascadas de fosforilaciones transmiten y 
amplifican las señales extracelulares mediadas por receptor a través del citoplasma de la 
célula, activando la transcripción de factores nucleares los cuales inducen la expresión de 
diferentes genes diana (Owens, Keyse 2007).  
Un importante papel de MAPK es su activación por una amplia variedad de 
estímulos incluyendo citoquinas, endotoxina y otros factores de stress, lo que conduce 
finalmente a la activación del factor de transcripción nuclear NF-κB. De forma similar al 
NF-κB, p38-MAPK ha sido implicada como un mediador crítico de la liberación de 
citoquinas proinflamatorias y regula positivamente la expresión de varios genes implicados 
 
 
 
en la respuesta de fase aguda tales como TNF-α, IL-6 y otros enzimas inducibles implicados 
en la respuesta inflamatoria (Sun et al. 2011). 
Estudios recientes sugieren que la apoptosis secundaria a la isquemia-reperfusión 
podría ser importante en el desarrollo de las alteraciones de la función pulmonar (Ng et al. 
2005). Es aceptado generalmente que la apoptosis o ‘muerte celular programada’ juega un 
papel importante en el daño celular secundario a la reperfusión (Eefting et al. 2004) y se ha 
especulado que esto podría estar ligado a una disfunción en la liberación de citoquinas (El 
Azab et al. 2002). 
Aunque los mecanismos de transducción que median la respuesta celular a estas 
condiciones de estrés no son totalmente conocidos, cada vez más parece haber un consenso 
generalizado atribuyendo un papel importante a las citoquinas como mediadores directos 
de la muerte por apoptosis. Las citoquinas proinflamatorias como IL-1, TNF-α o IF-γ así 
como óxido nítrico y otros radicales libres pueden inducir apoptosis. Para ello emplean la 
unión y activación de receptores específicos así como la reducción en la expresión de la 
variante antiapoptótica del gen Bcl-2. En respuesta a la isquemia, los tejidos producen 
factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), que es un inductor de apoptosis (Rudiger, Clavien 
2002). Se conocen varios receptores transmembrana para TNF (TNFR). De ellos, TNFR1 
(p55) y 2 (p75) son los mejor conocidos, predominando TNFR1 en células de estirpe no 
hematopoyética. Coinciden en su estructura extracelular, si bien los dominios 
intracitoplásmicos son diferentes, lo cual sugiere además diferentes vías de señalización 
interna.  
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Una vez unido TNF a TNFR1, se activa el dominio de muerte celular asociado al 
receptor, situado dentro de su citoplasma (TRADD). Posteriormente se activan y reclutan 
tres proteínas más: RIP (proteína 1 de interacción con TNFR1), el dominio de muerte 
celular de Fas (FADD) y el dominio de muerte celular asociado al TNFR2 (TRAF2). En el 
caso de la unión TNF-TNFR2, se activa directamente TRAF2 que se asocia a TRAF1 
(factor 1 asociado a TNF). Una vez reclutados los dominios de muerte, la cascada de 
acontecimientos es dual, ya que por un lado se puede inducir la apoptosis, o bien la 
respuesta inflamatoria, o ambas. En la primera opción, los dominios de muerte 
interaccionan con caspasas iniciadoras (principalmente caspasa 8) y en la vía inflamatoria 
es predominante la activación del NF-ĸB y 2 vías dependientes de quinasas: p38 y JNK 
(kinasa del dominio n-terminal de c-Jun).  
Curiosamente, existe un mecanismo alternativo que potencia la acción del TNF y 
es la secreción aumentada por parte de los macrófagos tanto de TNFR1 como 2 en presencia 
de estímulos proinflamatorios (Mira et al. 1999). Sin embargo, este mecanismo es 
concentración-dependiente, pero saturable, de modo que concentraciones excesivas de 
receptores solubles pueden bloquear los efectos proinflamatorios y proapoptóticos del 
TNF. 
La implicación de la apoptosis en el daño pulmonar agudo viene determinada por 
la observación de su relación con la activación inflamatoria (Matute-Bello et al. 2000), con 
el estrés oxidativo (Yulug et al. 2007), y con la con la ventilación mecánica (Vion et al. 
2013). Así mismo se ha encontrado una activación de la apoptosis en relación al trauma 
vinculado a los procedimientos quirúrgicos (Oka et al. 1996, Delogu et al. 2000). 
A pesar de que se habla de apoptosis como un modo de muerte celular que no se 
acompaña de inflamación, hay evidencia creciente de una relación estrecha entre ambos 
 
 
 
fenómenos. La activación y amplificación de la respuesta inflamatoria vía TNF-α parece 
aumentar la apoptosis de neumocitos tipo II en algunos modelos de daño pulmonar agudo 
(Li et al. 2013). Las caspasas, juegan un papel central en este proceso de “suicidio ritual” 
(Thornberry, Lazebnik 1998).  
Por otra parte en la apoptosis parecen jugar un papel regulador importante una serie 
de proteínas de la familia Bcl-2, entre las que se incluyen Bcl-2, que tiene un papel 
regulador antiapoptótico. Otras proteínas de esta familia son proapoptóticas y el resultado 
final va a depender del balance entre formas proapoptóticas y antiapoptóticas (Adams, Cory 
1998).  
El papel de la apoptosis en el daño pulmonar agudo se produce a distintos niveles, 
lo que determina en ocasiones efectos beneficiosos o perjudiciales. Por un lado la apoptosis 
de los neutrófilos, minimiza o limita la respuesta inflamatoria o inmunológica (Matute-
Bello et al. 2000, Matute-Bello, Martin 2003). Por otro lado los fenómenos apoptóticos 
durante el ALI también afectan a las células epiteliales y endoteliales provocando un daño 
a la barrera alveolo-capilar (Bem et al. 2007), con consiguiente alteración en la 
permeabilidad a este nivel. Las citoquinas modulan el proceso de apoptosis, así pues en 
sitios donde existe inflamación pulmonar la apoptosis de los neutrófilos se encuentra 
atenuada (Matute-Bello et al. 1997) mientras que la de las células epiteliales está aumentada 
(Fujita et al. 1998). 
El reclutamiento y la activación de neutrófilos debido al papel quimioatrayente de 
algunas citoquinas forman parte invariable del daño pulmonar agudo postoperatorio, 
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produciéndose una acumulación de estos en los pulmones, alcanzando los espacios aéreos.  
Posteriormente la apoptosis de los neutrófilos se produce para minimizar la liberación de 
oxidantes y enzimas que provocan lesión celular, así pues estos involucionan y son 
fagocitados por los macrófagos.  
Se ha identificado un aumento en los niveles de GM-CSF (factor estimulante de 
colonias de granulocitos y monocitos), que tiene un papel fundamental al inhibir la 
apoptosis de neutrófilos, lo que prolonga y potencia el proceso inflamatorio (Matute-Bello 
et al. 2000). Por último se ha observado como la fagocitosis de estos neutrófilos apoptóticos 
afecta a la función de las células fagocíticas potenciando un cambio en la secreción de 
citoquinas proinflamatorias a anti-inflamatorias (Il-10), implicando por lo tanto a la 
apoptosis en la regulación de la respuesta inflamatoria e inmunológica (Matute-Bello et al. 
2000).  
La apoptosis de las células epiteliales alveolares ha sido implicada en varios 
modelos de ALI (Fujita et al. 1998, Hagimoto et al. 1997, Kawasaki et al. 2000, Kitamura 
et al. 2001, Vernooy et al. 2001). Normalmente las células epiteliales, restringen el 
movimiento de fluidos y proteínas desde el intersticio al alveolo, y transportan de forma 
activa Na y Cl desde los espacios alveolares, con el correspondiente movimiento de agua a 
través de canales especializados (acuaporinas). Esta lesión epitelial y endotelial por lo tanto 
va a alterar la permeabilidad, provocando un edema rico en proteínas.  
Así mismo se ha observado un aumento de FAS-L soluble en el lavado bronco 
alveolar (LBA) de los pacientes que fallecieron por lesión pulmonar aguda (LPA)/SDRA. 
Además, se ha observado que este LBA era capaz de inducir apoptosis en células epiteliales, 
efecto que además desaparecía al utilizar inhibidores específicos de la activación de 
FAS/FAS-L (Matute-Bello et al. 1999). Por otro lado, en un modelo animal se ha observado 
 
 
 
que la actividad del FAS-L, iniciando procesos de apoptosis caspasa-dependientes, está 
inversamente asociada con la integridad de la barrera epitelial y se ha relacionado con la 
incapacidad para reabsorber fluidos desde los espacios aéreos (Herrero et al. 2013). En este 
mismo aspecto, se ha observado que la instilación de FAS-L en pulmones de conejos puede 
causar hemorragia alveolar y aumentar la producción de citoquinas proinflamatorias como 
la IL-8, por parte de los macrófagos alveolares (Matute-Bello, Martin 2003). La activación 
dependiente de FAS-L no se produce de forma constante en toda la vía aérea, observándose 
una susceptibilidad diferenciada en los neumocitos de las unidades alveolares más distales 
(Nakamura et al. 2004). Por otro lado, los niveles de FAS-L en el lavado broncoalveolar se 
han asociado al daño multiorgánico y a un peor pronóstico en los pacientes con ALI y 
SDRA (Serrao et al. 2001, Albertine et al. 2002, Galani et al. 2010).  
Durante la respuesta inflamatoria se produce la secreción de algunos mediadores 
solubles (FAS-L, TNF-α) que inducen aumento de los procesos apoptóticos (Serrao et al. 
2001). Los receptores de la membrana celular comparten dominios (death domains) en 
ambas vías de señalización celular, lo que conlleva una interacción entre estas proteínas. 
Un ejemplo sería la estimulación de la vía del TNF-α, que determina una activación de 
fenómenos inflamatorios vía NF-κB así como un efecto proapoptótico por la vía extrínseca 
(Hsu et al. 1996). Así, la activación de ambos fenómenos comparte vías de regulación. Por 
otro lado, se ha observado un incremento de la actividad de BAX en los neumocitos 
alveolares de tipo 2 en los casos de ALI (Guinee et al. 1997), lo cual sugeriría una 
susceptibilidad aumentada de estas células epiteliales a la apoptosis. Parece que, en 
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definitiva, el balance de la actividad BAX/Bcl-2 determinaría la susceptibilidad de las 
células del epitelio alveolar a la apoptosis (Korsmeyer et al. 1993, Korsmeyer et al. 1995). 
En resumen, la apoptosis en los procesos inflamatorios pulmonares, ha sido 
ampliamente investigada sugiriéndose su papel central en el daño pulmonar agudo, así 
como se ha sugerido que su inhibición tiene un papel protector en este proceso inflamatorio 
(Dosreis et al. 2004).  
Recientemente, se ha sugerido que cambios en el perfil de expresión de microRNA 
podrían estar implicados en la respuesta inflamatoria y/o apoptótica a la I/R. Los 
microRNA (miRNAs) son pequeñas moléculas de ARN no codificante capaces de regular 
la expresión génica (Bartel 2004, Ambros, Chen 2007). Participan activamente en la 
modulación de importantes procesos celulares fisiológicos y están involucrados en la 
patogenia de enfermedades pulmonares, incluyendo enfermedades asociadas a una 
respuesta inflamatoria (Angulo et al. 2012).  
Los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa II como largos primarios o pri-
miRNA. Dentro del núcleo, ambos extremos del pri-miR son cortados por el complejo 
Drosha/DGCR8 dando lugar al precursor del miR maduro (pre-miR).  Este es transportado 
activamente al citoplasma a través de Exportin-5, donde es procesado por el complejo 
Dicer/TRBP originando una molécula de ARN de doble cadena de 19 a 25 nucleótidos de 
largo. Una de las cadenas constituye el miR maduro, mientras que su complementario 
(denominado miR*) es generalmente degradado. El miRNA maduro es incorporado al 
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC, RNA induced silencing complex) 
(Filipowicz et al. 2008). La actividad de los miRNAs se encuentra regulada de forma 
estricta, mediante el control de su transcripción, de las diferentes etapas de biogénesis y 
posteriormente de la función del miRISC (Krol et al. 2010). 
 
 
 
La unión entre ARNm y miRNA se establece a través de cortas secuencias de 
reconocimiento de unos 6-7 nucleótidos de longitud, por lo que un mismo miRNA puede 
tener cientos de potenciales genes diana, y a su vez, un gen diana puede estar regulado por 
diferentes miRNAs, participando en un mecanismo complejo de regulación y 
comunicación intercelular (Pillai et al. 2007).  
Teniendo en cuenta la enorme capacidad de los miRNAs para influir sobre la 
expresión de gran parte del genoma y el intrincado sistema de control en el que se 
encuentran inmersos, es comprensible que la desregulación de los mismos repercuta 
significativamente sobre la homeostasis del organismo. Un número creciente de miRNAs 
ha sido implicado en distintas enfermedades pulmonares, incluyendo patologías asociadas 
a procesos inflamatorios (Xie et al. 2012). 
En este aspecto, se ha descrito que alteraciones en la expresión de determinados 
miRNAs podrían participar en la regulación del proceso inflamatorio y la reparación tisular 
en la lesión pulmonar aguda (LPA)/SDRA (Williams et al. 2007, Angulo et al. 2012). Por 
otro lado, diferentes investigadores han evidenciado la implicación de los miRNA en la 
respuesta inmune, innata y adquirida, indicando la existencia de una fuerte correlación entre 
la expresión de miRNA y las vías de señalización y receptores implicados en la respuesta 
inflamatoria, tales como NFκB (Oglesby et al. 2010, Jardim et al. 2009) y TLR (Oglesby 
et al. 2010). 
Los miRNAs también pueden modular la expresión de sirtuinas que a su vez 
modulan (y son moduladas por) MAPKs y NFκB, que a su vez modulan la respuesta 
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inflamatoria, generándose así un círculo vicioso de generación y amplificación del daño 
celular y la consecuente pérdida de función. 
 
Figura 1: miRNAs implicados en patologías pulmonares (“Involvement of microRNAs in physiological and 
pathological processes in the lung”. Tomankova T. et al. Respiratory Research, 2010). 
 
La ventilación unipulmonar  
Durante la cirugía torácica, la ventilación unipulmonar (one lung ventilation, OLV) 
es una técnica ampliamente utilizada para facilitar el trabajo de los cirujanos durante las 
intervenciones torácicas que permite aislar un pulmón de la ventilación mecánica, siendo 
necesaria, entre otras situaciones, para aislar un pulmón enfermo del sano en abscesos y 
hemorragias, para controlar la distribución de la ventilación a un solo pulmón,  o para el 
LBA unilateral; además, se utiliza para colapsar un pulmón en intervenciones quirúrgicas 
mediante video-toracoscopia o toracotomía, tanto para cirugía pulmonar como de otras 
estructuras torácicas como mediastino, esófago o aorta. Esto condiciona un colapso de ese 
pulmón que permite trabajar en ese hemitórax y la necesidad de mantener una adecuada 
ventilación del paciente con el pulmón contralateral.  
 
 
 
En el tejido pulmonar, en respuesta a bajas concentraciones de oxígeno se produce 
una vasoconstricción arterial reactiva que desvía el flujo sanguíneo hacia las unidades 
alveolares con mayor presión de O2 (vasoconstricción pulmonar hipóxica: VPH). Este es 
un mecanismo reactivo que depende directamente de la contracción refleja de la célula 
muscular lisa vascular en respuesta a la hipoxia, después de la despolarización ligada a 
canales de potasio y calcio (Post et al. 1995). Este reflejo adaptativo deriva la sangre arterial 
de las unidades peor ventiladas, a aquellas que tienen una ventilación más adecuada. 
La ventilación unipulmonar provoca intensos cambios fisiopatológicos en la 
ventilación y la perfusión pulmonar ya que se produce un aumento del shunt fisiológico. 
Este, que en condiciones basales es de un 5% de la sangre debido a la circulación bronquial, 
llega a aumentar un 5-10% cuando se utiliza ventilación mecánica y hasta un 15-20% 
cuando se recurre a la OLV. Además, existen otros factores que también influyen en la 
relación ventilación/perfusión y que son propios de los diferentes procedimientos 
quirúrgicos que requieren ventilación unipulmonar, como la toracotomía y la anestesia. La 
instauración de la ventilación unipulmonar y el colapso del pulmón contralateral crea un 
shunt transpulmonar derecha-izquierda ya que todo el flujo que perfunde el pulmón no 
ventilado llega a las cavidades izquierdas sin oxigenar. Por tanto se produce un incremento 
de la diferencia alveolo arterial de O2 y una disminución de la PaO2. En esta situación se 
desencadenan unos mecanismos compensatorios activos, como la vasoconstricción 
pulmonar hipóxica (VPH), que reducen la proporción de flujo que llega al pulmón no 
ventilado y por tanto atenúan la caída de la PaO2.  
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Se sabe que la VPH está modulada por numerosos factores, entre los que se incluyen 
aminas vasoactivas (catecolaminas, prostaglandinas, leucotrienos, serotonina, histamina, 
angiotensina, bradikinina, etc.), sin embargo, no se ha podido demostrar la liberación de 
ninguna de ellas en respuesta a la hipoxia como causante de la VPH. Por otro lado, la 
ventilación unipulmonar puede inducir una respuesta proinflamatoria, incluyendo 
liberación de citoquinas y migración de leucocitos en el pulmón ventilado (Zingg et al. 
2010). 
Durante la OLV se produce habitualmente, en mayor o menor grado, un daño 
pulmonar agudo (Acute Lung Injury; ALI) que eleva la morbimortalidad postoperatoria en 
cirugía de resección pulmonar (Gothard 2006).  Por lo tanto, la OLV va a condicionar 
distintos estímulos implicados en el daño pulmonar agudo (ALI) como barotrauma, 
volutrauma, atelectrauma o hiperoxia que actúan sobre el pulmón ventilado o dependiente.  
En el pulmón sometido a cirugía, no dependiente, tiene lugar una hipoperfusión 
relativa como consecuencia de la VPH y, posteriormente, un síndrome de isquemia-
reperfusión (I/R) en el tejido pulmonar remanente, tras la re-expansión de ese tejido a la 
finalización del procedimiento. Estos estímulos dañan la membrana alveolo capilar, 
favoreciendo el edema alveolar y la microtrombosis en los capilares alveolares (Slinger 
2003, Tremblay et al. 2002) y desencadenan una respuesta inflamatoria aguda con 
liberación de interleuquina-8 (IL-8), interleuquina-1 (IL-1) o factor de necrosis tumoral 
(TNF-α) (Baudouin 2003, Funakoshi et al. 2004) . 
La participación de los procesos inflamatorios durante la OLV y el papel de las 
citoquinas también parecen fundamentales. Así pues, se ha observado que durante las 
cirugías con OLV existe un proceso inflamatorio, que afecta fundamentalmente al pulmón 
dependiente, con reclutamiento de neutrófilos y secreción de moléculas proinflamatorias 
 
 
 
como IL-8, IL-1α, TNF-α, especies reactivas de oxígeno, eicosanoides o complemento. En 
general, se han observado respuestas inflamatorias de carácter agudo en todos los contextos 
quirúrgicos que implican OLV, cuantitativamente superiores a las observadas en otras 
cirugías que conllevan ventilación bipulmonar (Sakamoto et al. 1994, Grichnik, D'Amico 
2004).  Así, se podría hipotetizar que el daño pulmonar en respuesta a la CRP podría tener 
dos componentes, uno secundario a la propia cirugía y los procesos de I/R que conlleva. 
También, se podría hipotetizar que además del daño pulmonar que se produce por la 
respuesta inflamatoria sistémica asociada a la cirugía, el daño pulmonar durante la CRP 
podría tener dos componentes: uno secundario a la ventilación mecánica de un pulmón en 
condiciones desfavorables (hiperoxia, altas presiones vía aérea, baja complianza pulmonar) 
y otro a los fenómenos de I/R que se producen en el pulmón que durante la OLV no es 
ventilado y sufre una disminución del aporte de oxígeno. 
Efectos sistémicos de la lesión por isquemia/reperfusión 
Se ha demostrado que el daño por I/R no solo afecta a órganos locales, sino que 
causa una respuesta inflamatoria que puede afectar también a órganos distantes. El hígado 
es un órgano fundamental, que juega un papel central en el mantenimiento de la 
homeostasis del organismo. Se ha descrito que el hígado es un órgano particularmente 
sensible al incremento de los niveles circulantes de mediadores inflamatorios secundario a 
la I/R  de órganos lejanos tales como riñón (Kielar et al. 2002, Kelly 2003), intestino (Horie, 
Ishii 2001, Golab et al. 2009) o músculo esquelético (Kanoria et al. 2006, Lai et al. 2006). 
Por otro lado en estudios experimentales realizados en conejos se ha observado que la I/R 
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pulmonar induce un daño hepático caracterizado por la infiltración de neutrófilos activados 
y un aumento de los niveles de radicales libres de oxígeno (Esme et al. 2006). 
En estudios anteriores de nuestro grupo hemos observado que la I/R pulmonar 
modificaba  los niveles de los mediadores inflamatorios estudiados tanto en tejido pulmonar  
y lavado broncoalveolar (LBA) como en plasma (Casanova et al. 2011, Simon Adiego et 
al. 2011, Simon et al. 2012),  sugiriendo que aunque no es frecuente observar alteraciones 
clínicas hepáticas secundarias a la cirugía torácica, sin embargo es posible que la I/R 
pulmonar  pueda inducir alteraciones subclínicas del hígado secundarias a la I/R pulmonar, 
complicando la evolución clínica de los pacientes.  
Modulación de la lesión por isquemia/reperfusión 
De cara a proteger los órganos frente a los fenómenos de isquemia-reperfusión, se 
han intentado establecer distintos tipo terapias preventivas para atenuar este daño celular, 
entre ellas se encuentran las técnicas de precondicionamiento. El precondicionamiento 
puede realizarse de forma mecánica provocando pequeños ciclos de isquemia, denominado 
precondicionamiento isquémico, con buenos resultados tanto a nivel pulmonar (Soncul et 
al. 1999) como hepático (Hardy et al. 1996). Otro modo sería el precondicionamiento 
farmacológico.  
Se ha demostrado la eficacia a nivel de diferentes órganos, como en corazón a través 
de la utilización de antagonistas del calcio como el amlodipino (Ahmed et al. 2009) o con 
ketoralaco (Pichardo et al. 1994), o también en caso del riñón, donde se ha observado en 
cerdos una mejora en la función renal post-isquemia cuando se utilizó nimodipino (Froba 
et al. 2008). El sevoflurano, al igual que otros halogenados (precondicionamiento 
anestésico), también tiene un papel importante debido a sus efectos citoprotectores. 
 
 
 
En 1986, Murry y cols. describieron el fenómeno llamado precondicionamiento 
isquémico (PCI), que proporciona uno de los métodos más potentes para atenuar la lesión 
por isquemia-reperfusión (Murry et al. 1986).  Este trabajo de isquemia-reperfusión en 
corazón de perros se confirmó después en otras especies animales y en otros órganos 
(Pasupathy, Homer-Vanniasinkam 2005).  
El PCI es efectivo al cabo de unos minutos, lo que sugiere que los mediadores 
responsables de este efecto existían previamente.  Algunos agonistas de liberación local 
como la adenosina, bradikinina, catecolaminas y opioides disparan esta reacción de 
protección a través de varios receptores de la membrana celular relacionados con la proteína 
G.  
El efector último del precondicionamiento no es totalmente conocido, pero parece 
estar muy relacionado con los canales mitocondriales de potasio dependientes del ATP 
(Garlid et al. 2003). En 1993 se describió una segunda ventana de protección (SWOP) 
desarrollada 12 a 24 horas tras el estímulo inicial de precondicionamiento (Kuzuya et al. 
1993). A diferencia del PCI temprano, que es de corta duración (2-3 horas), el SWOP 
protege activamente durante 48-96 horas, aunque con una eficacia menor y a través de 
diferentes mecanismos.   
También se ha demostrado que los episodios de PCI repetidos no aumentan el grado 
ni la eficacia de la protección (Pasupathy, Homer-Vanniasinkam 2005).  En conjunto el 
fenómeno de PCI es ubicuo. Las dos formas de PCI emplean mecanismos endógenos en 
varios órganos y sistemas protegiendo de una manera notable a los tejidos frente a la lesión 
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de isquemia-reperfusión. Algunos agonistas fisiológicos como la adenosina, bradikinina, 
catecolaminas y opioides disparan la respuesta de PCI precoz.  
El PCI tardío se inicia con adaptaciones genéticas para producir sustancias nuevas 
o por lo menos en cantidades superiores a lo normal, desencadenando una situación 
fisiológica anormal. Además hay vías neurógenas que también transmiten importantes 
señales protectoras. 
Con todo ello los tejidos precondicionados quedan mejor equipados para soportar 
la lesión de isquemia-reperfusión (Pasupathy, Homer-Vanniasinkam 2005). Durante la 
isquemia los tejidos pre-tratados muestran una reducción de las necesidades de energía, una 
mayor conservación de los sustratos energéticos, disminución del metabolismo y una 
mayor eficacia en la regulación del balance iónico y ácido-base. Tras la reperfusión los 
tejidos preparados con IP muestran una disminución del estrés oxidativo, de la activación 
de neutrófilos, de la producción de citoquinas y de la apoptosis y mejorar la 
microcirculación. 
Por otro lado, como ya se ha indicado, en los últimos años se ha sugerido que el 
precondicionamiento anestésico (PCA) podría ejercer efectos citoprotectores frente a los 
fenómenos inflamatorios y apoptóticos secundarios a isquemia-reperfusión en diversos 
órganos como el corazón, riñón, hígado y cerebro. Los mecanismos precisos por los que 
estos agentes ejercen la protección frente a la isquemia, no parecen deberse en exclusiva al 
mejor balance entre el aporte y el consumo de oxígeno derivado de sus efectos 
hemodinámicos.  
A nivel miocárdico, se ha objetivado además que los gases halogenados producen 
la apertura de canales de K+ dependientes de ATP mitocondriales y sarcolémicos (Tanaka 
et al. 2004a), al tiempo que reducen la sensibilidad de éstos para cerrarse por ausencia de 
 
 
 
ATP (Han et al. 1996), aumentando así la probabilidad de que permanezcan abiertos. Esta 
apertura de los canales de K dependientes de ATP va a provocar en el músculo liso de los 
vasos coronarios una vasodilatación, lo cual va a mejorar el aporte de oxígeno, y en cierto 
modo protege durante la isquemia cuando la producción de ATP se ve reducida. Además 
el sevoflurano induce un incremento de la circulación colateral mediado por los canales de 
K calcio dependientes (Novalija et al. 1999). Se ha demostrado con anterioridad que los 
anestésicos halogenados podían proteger contra el daño postreperfusión en el corazón 
(Redel et al. 2009), cerebro (Lin et al. 2009) e hígado (Imai et al. 1996).  
A nivel pulmonar existen menos investigaciones, aunque se ha comprobado en el 
pulmón del conejo que administrar isofluorano o sevoflurano antes de la isquemia atenúa 
el aumento de la permeabilidad vascular y la relación peso húmedo/seco, disminuye los 
niveles de TNF-α así como los metabolitos del pulmón reperfundido después de la isquemia 
(Liu et al. 2000).  
El sevoflurano también ha demostrado, en un modelo in vitro, disminuir el aumento 
de la permeabilidad endotelial pulmonar inducido por TNF-α, asociado a un efecto 
inhibidor sobre la vía de las MAPK (Mapk-p38) (Sun et al. 2011). Los efectos protectores 
del sevoflurano a nivel pulmonar en este caso, parecen ponerse en relación con una 
atenuación de la respuesta inflamatoria y la lesión asociada.  
El efecto protector pulmonar del PCA con sevoflurano, también se ha observado al 
atenuar la lesión pulmonar que puede desencadenarse tras la I/R de los miembros inferiores 
en cirugía aórtica (Kalb et al. 2008). Así mismo, en un estudio en humanos sometidos a 
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bypass cardiopulmonar, la administración de sevoflurano ha demostrado disminuir los 
niveles de neutrófilos y citoquinas proinflamatorias a nivel pulmonar (Cho et al. 2009). 
Recientemente nuestro grupo ha demostrado el efecto beneficioso del sevoflurano 
en un modelo de lesión pulmonar por isquemia-reperfusión en un modelo de autotrasplante 
pulmonar en cerdos (Casanova et al. 2011), sugiriendo la potencial utilidad que tendría el 
sevoflurano en el manejo anestésico de los pacientes sometidos a cirugía pulmonar. De 
acuerdo con esto, estudios comparativos entre sevoflurano y propofol en cirugía torácica, 
han asociado la administración de sevoflurano con un menor aumento de mediadores 
inflamatorios así como a un menor índice de complicaciones postoperatorias (De Conno et 
al. 2009, Sugasawa et al. 2012), sugiriendo un posible papel inmunomodulador del 
sevoflurano.  
Los anestésicos locales (AL) son usados tradicionalmente como anti-arrítmicos y 
anestésicos por su capacidad para bloquear los canales de Na, sin embargo, poseen efectos 
importantes en otros contextos clínicos (neuroprotector, glaucoma de ángulo cerrado, íleo 
postquirúrgico), a dosis mucho menores que las utilizadas para bloquear los canales de Na. 
También producen un efecto antiinflamatorio, especialmente sobre la inmunidad celular 
(sobre polimorfonucleares, monocitos y macrófagos). Esta disminución de la respuesta 
inflamatoria por los AL ocurre a través de distintos mecanismos entre los que se encuentran 
la modulación de la producción, liberación y actividad de las citoquinas, la disminución de 
la adhesión y quimiotaxis de los neutrófilos, así como reduciendo la producción de 
superóxido (Taniguchi et al. 2000). Estos efectos antiinflamatorios también se han 
observado en modelos experimentales de isquemia reperfusión miocárdica y en cirugía 
colorrectal en humanos. En cuanto al pulmón, estudios experimentales demuestran que la 
administración de ropivacaína o lidocaína atenúa el daño pulmonar inducido por 
 
 
 
endotoxina o HCl pero no se ha estudiado el impacto de los AL sobre el IRI que se observa 
en la CRP.  
Es aceptado que las alteraciones en el glicocálix podrían jugar un papel importante 
en el daño secundario a la I/R (Mulivor, Lipowsky 2004, Annecke et al. 2010).  En 
situaciones fisiológicas, el endotelio vascular está recubierto por el glicocálix. Este consiste 
en una capa de glicosaminoglicanos, altamente sulfatados unida a diferentes 
proteoglicanos; aproximadamente, entre el 50-90% son heparan sulfatos.  
El glicocálix también se compone de una amplia gama de enzimas y proteínas que 
regulan la adhesión de leucocitos y trombocitos. Así, el glicocálix sirve como una barrera 
de permeabilidad vascular mediante la inhibición de la coagulación y la adhesión de los 
leucocitos. Juega un papel importante en la regulación de la resistencia vascular, 
permeabilidad y el reclutamiento de leucocitos (Weinbaum et al. 2007, Mulivor, Lipowsky 
2002). La interrupción de esta estructura, por tanto, podría tener efectos perjudiciales. 
Investigaciones recientes, tanto clínicas como experimentales, han demostrado que el 
glicocálix es severamente alterado tras I/R (Mulivor, Lipowsky 2004, Rubio-Gayosso et al. 
2006). Se ha sugerido que estos efectos podrían estar modulados por un sistema complejo 
de señales intracelulares sensible a modificaciones en los niveles de mediadores 
inflamatorios, incluyendo citoquinas, y/o de estrés oxidativo.   
Se ha descrito que en corazón, niveles mínimos de oxígeno eran suficiente para 
causar la degradación del glicocálix; la degradación del glicocálix también puede ser 
activada por estímulos inflamatorios, tales como el factor de necrosis tumoral. Los efectos 
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deletéreos de la I/R sobre el glicocálix pueden ser prevenidos, al menos en parte, por 
tratamiento con hidrocortisona (Chappell et al. 2007), antitrombina (Chappell et al. 2009), 
precondicionamiento isquémico  (Beresewicz et al. 1998) o los anestésicos halogenados 
(Annecke et al. 2010). Sin embargo, si la estructura del glicocálix está alterada en la 
resección pulmonar y su posible modulación por PCA, no ha sido investigada. 
La respuesta inflamatoria, el estrés oxidativo y la regulación de factores de 
transcripción, han sido asociados al daño secundario a la I/R. Recientemente, se ha sugerido 
que alteraciones en el glicocálix y en la expresión de miRNA también podrían estar 
implicados en la respuesta a la I/R. El conocimiento de la fisiopatología del daño secundario 
a la cirugía pulmonar, permitiría el desarrollo de terapias biológicas encaminadas al 
bloqueo de los fenómenos en él observados. En este aspecto, se han intentado establecer 
distintos tipo terapias preventivas para atenuar este daño celular (Técnicas de 
precondicionamiento). 
 Las técnicas de precondicionamiento podrían convertirse en una poderosa 
herramienta para el manejo de pacientes sometidos a intervención quirúrgica en la que se 
prevea una necesaria inducción de una isquemia y consecuente reperfusión. Sin embargo, 
son necesarias más investigaciones para determinar tanto los parámetros, como las 
condiciones más útiles para su aplicación clínica generalizada. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
“Si quieres hacer un paso hacia adelante, debes perder el equilibrio durante un 
momento”. 
- M. Gramellini 
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El tiempo de isquemia caliente en determinados procedimientos quirúrgicos en los 
que el flujo sanguíneo al parénquima pulmonar queda atenuado por la vasoconstricción 
pulmonar durante un tiempo superior a una hora, afectará a la recuperación del adecuado 
funcionamiento del órgano, así como de forma sistémica, debido a la liberación de 
mediadores de la inflamación al torrente sanguíneo, a la evolución postoperatoria.  
La ventilación unipulmonar realizada para determinados procedimientos 
quirúrgicos afectará no solo el funcionamiento del órgano, sino que también producirá una 
respuesta inflamatoria sistémica debido a la liberación de mediadores proinflamatorios al 
torrente sanguíneo. Sería posible modular la respuesta inflamatoria pulmonar aguda y con 
ello la respuesta sistémica mediante técnicas de precondicionamiento: PCI y/o PCA.  
 La apoptosis secundaria a la isquemia-reperfusión podría ser importante en el 
desarrollo de las alteraciones de la función pulmonar que podría estar ligado a una 
disfunción en la liberación de citoquinas y/o radicales libres. Esta respuesta podría ser 
modificada mediante técnicas de precondicionamiento. 
El objetivo general de este trabajo, fué investigar el posible papel de los mediadores 
proinflamatorios y apoptóticos en el daño secundario a la isquemia-reperfusión pulmonar 
y determinar si estos cambios van acompañados por modificaciones en alteraciones del 
glicocálix y/o la expresión de miRNAs. Además se investigó la posible modulación de este 
daño mediante técnicas de precondicionamiento o la administración de lidocaína 
Para ello nos planteamos: 
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1. Determinar la secuencia de liberación de mediadores proinflamatorios tanto a nivel 
local como sistémico, tras diferentes períodos de tiempo de isquemia caliente, y post 
reperfusión. 
2. Determinar si estos cambios van acompañados por modificaciones en el grado de 
apoptosis. 
3. Determinar si estos cambios van acompañados por modificaciones en la expresión 
de miRNAs y/o alteraciones del glicocálix. 
4. Determinar, el posible efecto beneficioso del precondicionamiento sobre los 
parámetros indicados anteriormente. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
“El estudio y, en general, la búsqueda de la verdad y la belleza conforman un área donde 
podemos seguir siendo niños toda la vida”. 
- A. Einstein 
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Los experimentos incluidos en esta tesis se han realizado de la siguiente forma:  
 
Figura 2: Representación esquemática del modelo experimental de auto-trasplante (I, II, IV, V y 
VI) 
 
Figura 3: Representación esquemática del modelo experimental de ventilación unipulmonar (III) 
 
 
 
63 
 
 
 
 
Determinaciones bioquímicas: 
• EDEMA (wet/dry ratio) 
• Expresion de mRNA (RT- PCR): IL-1β, IL-10, TNF-α, MCP-1, eNOS, iNOS, NFκB.   
• Expresión de miRNA (RT-PCR): let-7d, 16,21,103, 107, 126, 127, 142-5p, 145, 146ª, 
152, 155, 182, 192, 223 
•  Expresión de proteínas (Western Blott): IL-1β, IL-10, TNF-α, eNOS, iNOS, BAD, 
BAX, Bcl-2, caspasa 3, VCAM 
•  Niveles plasma y/o tejido (ELISA): IL-1β, IL-2, IL-10, TNF-α, MMP-2, MMP-3, 
MMP-9, Proteína C reactiva, Ferritina, Caspasa 3, Caspasa 9, Syndecan-1, Heparan 
sulfato, MPO, ICAM 
• Niveles de NO (Reacción de Griess)  
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 
 
“La ciencia tiene las raíces amargas pero muy dulces los frutos.” 
- Aristóteles 
  
65 
 
 
 
 
   
 
 
 
Exponemos a continuación los resultados más significativos: 
1. La cirugía de resección pulmonar indujo un aumento significativo de los niveles de 
citoquinas proinflamatorias en el pulmón. Por el contrario disminuyó los niveles de 
citoquinas antiinflamatorias.  Estos efectos fueron también observados a nivel sistémico. 
(Artículos I, II, III, IV, V, VI y VII). 
2. La cirugía de resección pulmonar indujo un aumento significativo de los niveles de 
mediadores proapoptóticos (Artículos I, II, III, IV, V, y VII). 
3.  La OLV per se incrementó significativamente los niveles de mediadores 
proinflamatorios y apoptóticos (Artículo III) 
4. La cirugía de resección pulmonar modificó el perfil de expresión de miRNAs (Artículo 
IV). Estas alteraciones fueron aún más evidentes tras la reperfusión.  
5. Se observaron alteraciones en la integridad del glicocálix tanto antes como después de 
la reperfusión (Artículos IV y V) 
6. Tanto el precondicionamiento (PCI o PCA), como la administración de lidocaína 
redujeron significativamente las alteraciones anteriormente mencionadas (Artículos II, 
III, IV, V, VI y VII). 
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DISCUSIÓN 
 
"Cambia tus pensamientos, y cambiará tu mundo."  
- Norman Vincent Peale 
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La interrupción de la circulación pulmonar durante un tiempo prolongado (isquemia) y 
el posterior restablecimiento de la misma (reperfusión) activa procesos moleculares que 
causan daño pulmonar y desencadenan una respuesta inflamatoria sistémica con 
trascendencia en la práctica clínica (King et al. 2000, Padilla, Padilla 2004). En cirugía 
torácica, el proceso terapéutico que clásicamente se relaciona con la I/R es el trasplante 
pulmonar, que conlleva isquemias muy prolongadas del órgano. En estas condiciones, el 
órgano se mantiene en condiciones de hipotermia, sin embargo, cada vez con mayor 
frecuencia, en los últimos años, se han desarrollado y extendido procedimientos técnicos 
en los que la isquemia pulmonar no se realiza en hipotermia, sino en normotermia (isquemia 
caliente), en isquemia tibia (manteniendo el órgano a 12-14º C de temperatura), o en una 
combinación de ambas, durante un periodo más o menos prolongado de tiempo. Este es el 
caso de las cirugías en las que se realiza reconstrucción de la arteria pulmonar (angioplastia) 
y del trasplante lobar de donante vivo. En estos modelos el daño debido a I/R es mayor del 
que se observa cuando se pueden aplicar los protocolos que permiten enfriar el órgano 
durante el periodo isquémico. Por ello hemos desarrollado diferentes modelos 
experimentales que se asemejan mucho a estas situaciones clínicas: el pulmón es sometido 
a un proceso de isquemia caliente prolongada, durante un procedimiento de autotrasplante 
o de resección pulmonar, en un mamífero de gran tamaño (cerdo) de comportamiento 
biológico muy parecido al del ser humano.  
Como se ha comentado en la introducción, una de las principales alteraciones 
debidas a la I/R consiste en un aumento de la respuesta inflamatoria tanto a nivel local 
como a nivel sistémico. De acuerdo con ello, en nuestros trabajos hemos observado una 
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alteración de la respuesta inflamatoria, tanto a nivel local como a nivel sistémico, en todos 
los modelos quirúrgicos analizados.  
A nivel local hemos podido observar que la isquemia per se es capaz de inducir un 
incremento en los niveles de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α o IL-1β y un 
descenso en los niveles de IL-10, una citoquina anti-inflamatoria. Este incremento de los 
mediadores pro-inflamatorios, acompañado por el descenso de los anti-inflamatorios, 
indica un desbalance de la respuesta inflamatoria y refleja un posible daño tisular. Todas 
las alteraciones descritas se observaron tanto en los modelos de resección pulmonar ex situ 
como en las resecciones lobares in situ. Además, y de acuerdo con trabajos previos tanto 
de nuestro grupo (Simon Adiego et al. 2011, Casanova et al. 2011), como de otros grupos 
(de Perrot et al. 2003) hemos observado que, tras la reperfusión, se evidenciaba un ulterior 
incremento de estas alteraciones, apoyando la hipótesis de que el daño originado a los 
tejidos ocurre no solo durante la fase hipóxica o isquémica, sino también durante la 
reoxigenación del tejido (Wilkins et al. 1994, Shinozawa, Koike 2003). 
Los cambios en los niveles de mediadores inflamatorios en pulmón fueron 
acompañados de modificaciones en los niveles plasmáticos de los mediadores inflamatorios 
analizados, sugiriendo que la I/R pulmonar además del daño local, puede inducir un daño 
sistémico. De acuerdo con esto, en este estudio hemos observado que la I/R pulmonar 
indujo una respuesta inflamatoria hepática. Estos resultados sugieren que la I/R pulmonar 
no es solo un proceso local, sino que como consecuencia de la entrada de mediadores 
inflamatorios en la circulación sistémica el hígado se ve afectado. Estos resultados 
confirman resultados previos de otros autores describiendo la afectación de un órgano 
lejano debido a procesos de I/R (Horie, Ishii 2001, Golab et al. 2009). 
 
 
 
Pocos estudios han investigado el efecto de la I/R pulmonar sobre órganos lejanos. 
Esme et al., han descrito un incremento de marcadores de estrés oxidativo y de MPO en 
hígado de conejo, en respuesta a I/R pulmonar (Esme et al. 2006). De acuerdo con esto, en 
nuestro grupo hemos observado un aumento de los niveles de citoquinas proinflamatorias 
en el hígado de cerdos sometidos a cirugía de resección pulmonar. Además hemos 
observado una disminución de la expresión de citoquinas antiinflamatorias, sugiriendo que 
la I/R pulmonar puede inducir una alteración en el equilibrio entre mediadores 
proinflamatorios/antiinflamatorios, a favor de los primeros. Un efecto similar fue 
observado cuando se determinaron los niveles de marcadores de apoptosis, observándose 
un incremento de marcadores proapoptóticos frente a los antiapoptóticos. Se podría 
especular que la I/R pulmonar desencadenaría una cascada proinflamatoria y/o apoptótica 
que se traduciría en un daño a órganos remotos como el hígado.  
En resumen, nuestros resultados parecen indicar que la I/R pulmonar no es solo un 
fenómeno local sino que a través de la liberación de mediadores proinflamatorios a la 
circulación sistémica puede inducir una respuesta sistémica que afectaría a otros órganos 
como el hígado. Esto sugiere, que el tratamiento utilizado se debería dirigir a ambas 
respuestas, local y sistémica. 
Diferentes estrategias han sido descritas para reducir el daño pulmonar en cirugía 
torácica. La utilización de estas herramientas va dirigida a disminuir la elevada 
morbimortalidad asociada a este tipo de intervenciones que se relacionan 
fundamentalmente con una exagerada respuesta inflamatoria pulmonar y sistémica. Las 
técnicas de precondicionamiento, el uso de ventilación protectora, la asociación de técnicas 
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regionales para la analgesia, evitar concentraciones elevadas de oxígeno y un adecuado uso 
perioperatorio de fluidos han sido claves para mejorar el pronóstico de los pacientes 
sometidos a este tipo de cirugías. De cara a proteger los órganos frente a los fenómenos de 
I/R, se han intentado establecer distintos tipo terapias preventivas para atenuar este daño 
celular. Como ya se ha indicado, en los últimos años se ha sugerido que el PCI y/o PCA 
podría ejercer efectos citoprotectores frente a los fenómenos inflamatorios y apoptóticos 
secundarios a I/R en diversos órganos como el corazón, riñón, hígado y cerebro (Imai et al. 
1996, Pasupathy, Homer-Vanniasinkam 2005, Redel et al. 2009, Lin et al. 2009).  En 
particular, se ha observado que el PCI actúa activando tanto las vías neurogénicas como las 
vías humorales (Tapuria et al. 2008) sugiriéndose una modulación por su parte de las vías 
de señalización activadas por citoquinas como el TNF-α (Ates et al. 2002, Waldow et al. 
2005), la IL-1 (Waldow et al. 2005) o el MCP-1 (Wei et al. 2011). También se ha observado 
que el PCI modula la expresión de NF-κB e iNOS (Li et al. 2004).  
Por otro lado, estudios anteriores han demostrado que los anestésicos halogenados 
pueden modular la respuesta inflamatoria disminuyendo la migración (Tait et al. 1993) y la 
adhesión (Kowalski et al. 1997) de los neutrófilos. Asimismo, se ha comprobado que estos 
anestésicos poseen la capacidad de inhibir la liberación de TNF-α en un cultivo de células 
mononucleares (Mitsuhata et al. 1995, Tassiopoulos et al. 1998). Sin embargo, el posible 
efecto protector del precondicionamiento en la cirugía de resección pulmonar no está 
totalmente establecido.  
Recientemente nuestro grupo ha demostrado un efecto beneficioso del 
precondicionamiento, tanto el isquémico (Simon et al. 2012) como el anestésico con 
sevoflurano (Casanova et al. 2011), frente a la respuesta inflamatoria secundaria a la I/R 
pulmonar. Sin embargo, estos estudios anteriores focalizaban su atención sobre los efectos 
locales del precondicionamiento. Por ello, en este trabajo hemos dirigido nuestra atención 
 
 
 
al efecto que estos dos tipos de precondicionamiento tenían sobre las alteraciones 
sistémicas y hepáticas debidas al IRI.  
Hemos observado que el PCI pulmonar redujo ambas respuestas, inflamatoria y 
apoptótica, inducidas en el hígado por la IR pulmonar, sugiriendo que el PCI del pulmón 
podría ejercer un efecto protector frente al daño secundario a la I/R, tanto a nivel local como 
sistémico.  
El PCA con sevoflurano también disminuyó la respuesta inflamatoria sistémica 
secundaria a la I/R pulmonar.  Sin embargo, el mecanismo por el que el sevoflurano ejerce 
su efecto protector no está totalmente aclarado. Ha sido descrito que los anestésicos 
volátiles pueden modular la respuesta inflamatoria (Shayevitz et al. 1991) y proteger frente 
al daño oxidativo (Johnson et al. 1996). De acuerdo con esto, hemos observado que el 
sevoflurano, de forma semejante a lo observado en pulmón (Casanova et al. 2011), redujo 
la expresión de las citoquinas proinflamatorias, TNF-α e IL-1β, en hígado. Además, el PCA 
también redujo la expresión de MCP-1 y NFκB y disminuyó la expresión de la citoquina 
antiinflamatoria, IL-10. Esto sugiere que el PCA con sevoflurano contribuye al 
mantenimiento del balance entre citoquinas pro y anti- inflamatorias, también en el hígado 
Nuestros resultados están por lo tanto de acuerdo con los estudios anteriores y 
confirman la capacidad, tanto del PCI como del PCA, de modular la respuesta inflamatoria 
sistémica.  
Como ya se ha indicado anteriormente, la I/R puede activar los procesos de muerte 
celular por apoptosis. La hipoxia, el aumento de los niveles de Ca, el NO y/o las citoquinas 
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parecen estar implicados en este proceso y son considerados como señales apoptóticos. Las 
caspasas juegan un papel central en la transducción de las señales apoptóticas. Entre las 
citoquinas, el TNF-α es considerado como uno de los mediadores extrínsecos de apoptosis 
más importantes. Por otro lado, el NFκB parece jugar un papel central modulando la 
apoptosis secundaria a la I/R, a través de un mecanismo que implica la inhibición, hipoxia-
dependiente, de los sensores de oxígeno (Cummins et al. 2006). De acuerdo con esto, 
hemos observado que el aumento de la expresión hepática de TNF-α y NFκB en respuesta 
a la I/R pulmonar, iba acompañado de un incremento muy significativo de la actividad de 
caspasa 3 en hígado, sugiriendo que el aumento de la apoptosis en hígado podría ser 
consecuencia del daño inflamatorio. La reperfusión con sevoflurano redujo 
significativamente la actividad de caspasa 3, sugiriendo que el PCA con sevoflurano no 
solo protege frente al desbalance inflamatorio sino también frente a la apoptosis hepática 
secundaria a la I/R en un órgano lejano como el pulmón. El mecanismo por el que el 
sevoflurano ejerce este efecto protector frente a la apoptosis en hígado secundaria a la I/R 
pulmonar no está totalmente aclarado e investigaciones posteriores son necesarias. 
Este trabajo experimental se ha plasmado en la realización de un ensayo clínico del 
que ya tenemos resultados previos (artículo VII). 
Por otro lado, y de acuerdo con trabajos previos de otros autores, sugiriendo un 
efecto antiinflamatorio para los anestésicos locales (Taniguchi et al. 2000), en este trabajo 
hemos observado que la administración de lidocaína fue capaz de reducir la respuesta 
inflamatoria secundaria al daño por I/R pulmonar. Este efecto beneficioso fue aparente 
tanto en el daño debido a OLV y resección pulmonar como en el daño debido a trasplante 
lobar.  
 
 
 
No está claro el mecanismo de acción por el cual la lidocaína puede ejercer su efecto 
beneficioso. Hollmann et al. demostraron que la lidocaína es capaz de inhibir de manera 
reversible los receptores acoplados a las proteínas G (Hollmann et al. 2001).  Una 
inhibición de estos receptores por parte de la lidocaína podría tener consecuencias positivas 
en la respuesta inflamatoria y explicar, al menos en parte, los efectos de la administración 
de lidocaína observados en nuestros trabajos.  
Lahat y cols. demostraron en cultivos celulares de células T que la lidocaína, a 
concentraciones clínicamente relevantes, reduce de forma dosis dependiente  los niveles de 
mRNA de TNF-α lo cual indica que la disminución de la secreción de TNF-α ocurre a nivel 
transcripcional inhibiendo la expresión de mRNA, por un mecanismo no del todo 
determinado pero que se debe al menos en parte a la inhibición de la translocación nuclear 
de NF-κβ (Hagimoto et al. 1997). El paso de NF-κβ al núcleo regula la activación de la 
transcripción de gran cantidad de genes proinflamatorios incluyendo TNF-α 
Papavlassopoulos y cols. han demostrado que canales específicos de potasio 
(maxiK) inician la vía de señalización de NF-κβ y que el bloqueo farmacológico de estos 
canales impide la degradación de Iκβ y la posterior translocación nuclear de NF-κβ, 
subrayando así el papel central que tienen estos canales en esta vía de señalización  
(Papavlassopoulos et al. 2006). Mientras que Kindler y cols. han demostrado que los 
anestésicos locales de tipo amida pueden bloquear estos canales de potasio (Kindler, Yost 
2005), lo cual puede formar parte de uno de los mecanismo intracelulares de inhibición de 
la lidocaína sobre la síntesis de TNF-α. 
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Otro mecanismo intracelular que puede estar implicado en los efectos de la 
lidocaína es a través de la atenuación de la activación de la MAPK “p38”, que al igual que 
NF-κβ aumenta la expresión de variedad de citoquinas proinflamatorias, dicha atenuación 
puede ser secundaria a una disminución de las concentraciones de calcio intracelular como 
lo demuestran Su y cols. en cultivos celulares (Su et al. 2014). 
La lidocaína es capaz de disminuir la quimiotaxis de monocitos y puede lograr este 
efecto a través de una disminución en los niveles de MCP-1 (Bohlinger et al. 1996). La 
MCP-1 no solo actúa como quimiotáctico de monocitos, sino además es un conocido 
activador de sus funciones, que aumenta la síntesis y liberación de diversas citoquinas en 
el proceso inflamatorio (Ng et al. 2007). 
En resumen, la lidocaína no solo es capaz de disminuir la quimiotaxis de monocitos 
sino también su activación todo lo cual contribuirá a la menor formación de TNF-α. 
En este trabajo también hemos observado un aumento en los niveles de 
metaloproteinasas (MMPs) MMP-2 y MMP-9 como consecuencia de la cirugía. Al igual 
que lo que sucede con TNF-α, una elevación de las MMPs ha sido asociada al estrés 
quirúrgico. Diversos mecanismos pueden modificar la transcripción celular de las MMP 
entre ellos se encuentran la regulación por citoquinas, la señalización y factores nucleares 
(Iizasa et al. 1999). Entre las citoquinas capaces de aumentar la transcripción de MMPs 
encontramos al TNF-α y la IL-1, mientras que entre las vías de señalización intracelular se 
encuentran la MAPK “p38” y el NF-κβ (Soccal et al. 2004). Los niveles de MMP fueron 
disminuidos por la administración IV de lidocaína, lo cual podría contribuir a su efecto 
protector frente al daño pulmonar. 
Numerosas citoquinas pro-inflamatorias, entre las cuales destaca el TNF-α, pueden 
activar la expresión de moléculas quimiotácticas (como MCP-1, monocyte chemoattractant 
 
 
 
protein-1) o de moléculas de adhesión (como ICAM, intercellular adhesion molecule o 
VCAM, vascular cell adhesión molecule) las cuales atraen a los monocitos y a los 
neutrófilos hacia el tejido dañado. Una vez activados, tantos los monocitos como los 
neutrófilos, perpetúan y amplifican la respuesta inflamatoria contribuyendo en incrementar 
el daño inflamatorio. En nuestros trabajos hemos observado como en el daño por I/R 
pulmonar debido a trasplante lobular, hay un incremento tanto de los factores 
quimiotácticos, como de las moléculas de adhesión lo cual hace que se observe, a nivel 
pulmonar un incremento de los neutrófilos activados determinado mediante los niveles de 
mieloperoxidasa (MPO). En este caso también hemos observado que tanto la 
administración de lidocaína como el precondicionamiento, isquémico o anestésico, resultan 
eficaces en reducir estas alteraciones.  
Todas las alteraciones inflamatorias descritas pueden resultar en un edema 
pulmonar, como ya se había comprobado en estudios previos de nuestro grupo (Simon 
Adiego et al. 2011, Casanova et al. 2011). Los tratamientos analizados, al reducir las 
alteraciones inflamatorias, reducen también el edema pulmonar lo cual podría implicar 
una significativa mejoría desde el punto de vista clínico, reduciendo la mortalidad post-
trasplante y la aparición de daño pulmonar agudo (Acute lung injury, ALI). 
Como ya se ha comentado anteriormente, la respuesta inflamatoria y el aumento del 
estrés oxidativo activados en los procesos de I/R pulmonar inducen edema pulmonar. 
Estudios recientes han propuesto que la formación del edema tras la I/R no se deba 
únicamente a un incrementado proceso inflamatorio, sino que también puede jugar un papel 
importante la pérdida de integridad del glicocálix endotelial (Chappell et al. 2009).   
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La pérdida de integridad del glicocálix causa un daño en las uniones intercelulares 
y una pérdida de función de la barriera endotelial lo cual concurre en la formación del 
edema pulmonar. De acuerdo con esto, en nuestro trabajo hemos observado una 
disminución de los niveles de heparán sulfato y sindecan-1, ambos marcadores de 
glicocálix, en pulmón. Por el contrario, los niveles plasmáticos de estos marcadores 
aumentaron. Estos resultados, indican una pérdida de integridad del glicocálix pulmonar 
secundaria a la cirugía de resección pulmonar. Además, la degradación del glicocálix se 
observó tras la reperfusión, lo cual sugiere que el daño al glicocálix podría contribuir en la 
creación del edema observado en nuestro modelo experimental. Estas alteraciones del 
glicocálix fueron evidentes no solo nivel local sinó también a nivel sistémico, observándose 
un incremento plasmático de los niveles de syndecan-1 y heparan sulfato tras el daño por 
I/R. La posibilidad de identificar este daño de manera poco invasiva podría tener relevancia 
para una posible aplicación clínica ya que nos permitiría monitorizar, en el paciente 
hospitalizado, no solamente el proceso inflamatorio, sino también alteraciones del 
endotelio.Estos resultados por lo tanto sugieren que la perdida de integridad del glicocálix 
juega un papel fundamental en la patogénesis del IRI. Sin embargo, nuestro modelo 
experimental no permite determinar cuál sea la relación de causa-consecuencia entre el 
daño del glicocálix y las alteraciones inflamatorias observadas en el pulmón tras la I/R. 
Ulteriores estudios serían necesarios para poder determinar con más claridad si el daño del 
glicocálix es causa y/o consecuencia de las alteraciones inflamatorias aunque, en nuestra 
opinión, podría ser tanto una cosa como la otra ya que el daño por I/R causa una serie de 
alteraciones que se retroalimentan y se activan mutuamente en un mecanismo de feedback 
positivo.  
 
 
 
Por otro lado, el daño al glicocálix, fue acompañado de una mayor expresión de 
moléculas de adhesión y de un incremento dela actividad MPO, sugiriendo que la 
infiltración y activación de los neutrófilos podría jugar un papel importante en este proceso. 
La administración de lidocaína bloqueó el efecto de la I/R sobre la perdida de 
integridad a cargo del glicocálix, tanto a nivel local como sistémico. Además, también se 
observó una menor expresión de las moléculas de adhesión y de la actividad de MPO en 
los animales a los que se administró lidocaína. Sin embargo, el mecanismo de acción por 
el que la lidocaína ejerce este efecto protector sobre el glicocálix, no está totalmente 
definido.  
Recientemente, diferentes estudios han sugerido que los miRNAs podrían contribuir 
a la lesión por isquemia-reperfusión mediante la alteración de la expresión de diversos 
elementos clave en la supervivencia celular y la apoptosis (Bartel 2004, Ambros, Chen 
2007). Los microRNAs son reguladores post-transcripcionales implicados prácticamente 
en todos los procesos celulares. Son reguladores finos de la información genética y 
crecientes evidencias ha demostrado que están implicados en los mecanismos 
fisiopatológicos subyacentes a numerosas de enfermedades.  
Numerosos miRNAs han sido implicados en distintas enfermedades pulmonares, 
incluyendo patologías asociadas a procesos inflamatorios (Xie et al. 2012) y se ha descrito 
que alteraciones en la expresión de determinados miRNAs podrían participar en la 
regulación del proceso inflamatorio y la reparación tisular en la lesión pulmonar aguda 
(LPA)/SDRA (Williams et al. 2007, Angulo et al. 2012). Por otro lado, diferentes 
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investigadores han evidenciado la implicación de los miRNA en la respuesta inmune, innata 
y adquirida, implicada en el daño por I/R (Weiss et al. 2012). Por ello, hemos investigado 
un posible papel de algunos miRNAs en la fisiopatología de la I/R pulmonar.  
Para seleccionar los miRNAs estudiados, nos hemos centrado en los miRNAs que 
habían sido previamente descritos en relación con el daño secundario a la isquemia-
reperfusión, inflamación y/o patologías pulmonares (Tomankova et al. 2010, Oglesby et al. 
2010, Weiss et al. 2012, Mas et al. 2013, Sessa, Hata 2013). Sin embargo, no todos los 
miRNAs descritos previamente en relación con estas patologías se han investigado en este 
estudio. Tras una exhaustiva revisión, elegimos, entre los que se relacionan con dichas 
patologías, aquellos miRNAs disponibles para cerdos. 
Hemos observado que algunos miRNAs participaron en la primera fase de 
reperfusión (miR- 142-5p, miR-152, miR-155 and miR-223) mientras que en el caso de 
otros miRNAs (miR-21, miR-107, miR-126, miR-145, miR-146a, miR-182, miR-192 and 
let-7d) solo se modificó su expresión tras 60 minutos post reperfusión, indicando una 
activación más tardía. Estos resultados sugieren que los miRNAs podrían jugar un papel 
modulador de la respuesta inflamatoria en ambas fases, temprana y tardía, de reperfusión.   
La respuesta inflamatoria juega un papel fundamental en el daño secundario a la I/R 
y ha sido descrito que varios miRNAs regulan o son regulados por ella (Sethu, Melendez 
2011). La regulación positiva de miR-126 se ha correlacionado con la regulación de TOM1, 
que participa en la vía de señalización de las citoquinas proinflamatorias, IL-1β y TNF-α, 
en la fibrosis quística (Liu et al. 2010). Por otro lado, la desregulación de miR-155 y miR-
223 indujo un aumento de la respuesta inflamatoria pulmonar en diferentes modelos 
experimentales (Park, Peter 2008). Además, se ha observado que miR-21 y miR-223 
pueden promover la diferenciación y activación de los granulocitos (Roy, Sen 2011).  
 
 
 
La infiltración y activación de neutrófilos es un componente importante del daño 
pulmonar secundario a la I/R (de Perrot et al. 2003). De acuerdo con esto, hemos observado 
un aumento de la actividad de MPO en pulmón, a los 30 y 60 minutos post reperfusión. 
Esto podría indicar una posible participación de los neutrófilos en el incremento de algunos 
miRNAs como miR-21 y miR-223 (leukocyte-derived miRNAs).  
Por otro lado, miR-21, miR-145, miR-146a y miR-155, son regulados positivamente 
por NFκB y/o por citoquinas proinflamatorias como el TNF-α o la IL-1β (Taganov et al. 
2006, O'Connell et al. 2007, Lorente-Cebrian et al. 2014, Xu et al. 2014). Sin embargo, sus 
efectos en la respuesta inflamatoria son contradictorios. Por una parte, ha sido descrito que  
miR-155 tiene efectos proinflamatorios (O'Connell et al. 2009, Pedersen et al. 2009, 
Costinean et al. 2009) mientras que miR-146a parece tener efectos anti inflamatorios 
(Boldin et al. 2011, Zhao et al. 2013). En nuestro estudio, hemos observado un aumento de 
la expresión de todos los miRNAs citados, sugiriendo su posible implicación en la respuesta 
inflamatoria secundaria a la I/R pulmonar. Sin embargo, dado que algunos de ellos tienen 
efectos pro-inflamatorios, mientras que otros tienen efectos antiinflamatorios y algunos, 
como miR-145 puede ser pro- (Yang et al. 2013) o anti-inflamatorios (Dharap et al. 2009), 
consideramos que investigaciones posteriores podrían aclarar el papel jugado por cada uno 
de los miRNAs lo cual permitiría una mejor comprensión de cómo múltiples miRNAs 
colaboran para equilibrar adecuadamente la respuesta inflamatoria a la I/R.  
Por otro lado, el papel de los miRNAs en la regulación de la apoptosis es 
actualmente objeto de investigación intensiva. Estudios recientes han demostrado que la 
sobreexpresión of miR-145 (Dharap et al. 2009, Yang et al. 2013) y miR-192 (Feng et al. 
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2011) pueden inducir la apoptosis. De acuerdo con esto, hemos observado que el aumento 
de la expresión de miR-145 y miR-192 iba acompañado de un aumento de los niveles de 
marcadores proapoptóticos, sugiriendo que estos miRNAs podrían participar en la 
inducción de la apoptosis en respuesta a la I/R.   
Estudios anteriores habían observado una disminución de la expresión de miR-16 
(Cai et al. 2012) y miR-127 (Xie et al. 2012) en la lesión pulmonar aguda y el edema 
pulmonar (Tamarapu Parthasarathy et al. 2012). Sin embargo, en nuestro estudio, no se 
observó ningún cambio significativo en la expresión de miR-16 ni de miR-127, sugiriendo 
que estos miRNAs no parecen jugar un papel regulador en la patogénesis del daño 
pulmonar secundario a la I/R.  
Las propiedades antiinflamatorias de la lidocaína ya han sido descritas. Sin embargo 
sus posibles efectos sobre la expresión de los miRNAs son poco conocidos. En estudios in 
vitro se ha observado que la lidocaína modificaba la expresión de miRNAs en células madre 
procedentes de tejido adiposo. Sin embargo, este efecto fue evidente solo en un número 
limitado (Sung et al. 2012). En nuestro estudio, la administración IV de lidocaína bloqueó 
de forma significativa el efecto de la I/R sobre la expresión de todos los miRNAs 
investigados. Al mismo tiempo, la lidocaína redujo la expresión de mediadores pro-
inflamatorios y pro-apoptóticos. Estos resultados apoyarían la hipótesis de un posible papel 
modulador de los miRNAs en las respuestas inflamatorias y de apoptosis secundarias a la 
I/R pulmonar. Sin embargo, son necesarios estudios posteriores que permitan clarificar la 
posible relación entre los cambios en la expresión de miRNAs expresión y los efectos 
antiinflamatorios de la lidocaína. 
Como ya se ha indicado anteriormente, durante la cirugía torácica, la OLV es una 
técnica ampliamente utilizada para facilitar el trabajo de los cirujanos durante las 
 
 
 
intervenciones torácicas que permite aislar un pulmón de la ventilación mecánica. Esto 
condiciona un colapso de ese pulmón que permite trabajar en ese hemitórax y la necesidad 
de mantener una adecuada ventilación del paciente con el pulmón contralateral. Así, la 
ventilación unipulmonar provoca intensos cambios fisiopatológicos en la ventilación y la 
perfusión pulmonar. En este aspecto, se ha sugerido que la ventilación unipulmonar per se 
puede inducir una respuesta proinflamatoria, incluyendo liberación de citoquinas y 
migración de leucocitos en el pulmón ventilado (Zingg et al. 2010). De hecho, se han 
observado respuestas inflamatorias de carácter agudo en todos los contextos quirúrgicos 
que implican OLV, cuantitativamente superiores a las observadas en otras cirugías que 
conllevan ventilación bipulmonar (Sakamoto et al. 1994, Grichnik, D'Amico 2004).  
 En este trabajo, y con objeto de clarificar la contribución de la OLV al daño 
secundario a la cirugía pulmonar, hemos desarrollado también un modelo de ventilación 
unipulmonar (OLV) en el que tanto el tiempo de isquemia como el daño quirúrgico eran 
inferiores a los modelos de autotrasplante precedentemente investigados por nuestro grupo. 
Gracias a este modelo hemos podido observar una fuerte alteración de la respuesta 
inflamatoria tanto local como sistémica debida a la OLV. Observamos además que estas 
alteraciones eran evidentes desde tiempos de reperfusión cortos hasta las 24 horas post- 
cirugía. Además, hemos observado, que no solamente se ve afectado el pulmón sometido a 
I/R, sino que también son evidentes alteraciones en el pulmón ventilado con OLV, 
sugiriendo una influencia importante de este procedimiento ventilatorio en la respuesta 
inflamatoria y daño pulmonar secundario asociado al procedimiento quirúrgico. La OLV 
podría desencadenar un proceso inflamatorio por sí misma, lo cual ya había sido observado 
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en estudios previos (Baudouin 2003, Cree et al. 2004). Este aumento se asocia a la presencia 
de edema pulmonar, lo cual refleja el daño pulmonar que se produce como consecuencia 
de la respuesta inflamatoria y estaría de acuerdo con estudios previos que ya habían descrito 
una respuesta molecular similar (Baudouin 2003).  
Como ya se ha indicado anteriormente, se ha sugerido que la apoptosis podría tener 
un papel central y clave en el daño pulmonar agudo, y probablemente su inhibición tendría 
un papel protector en este proceso inflamatorio (Dosreis et al. 2004). De acuerdo con ello, 
en nuestros estudios hemos observado un incremento de los mediadores por-apoptóticos en 
respuesta al daño por I/R. Esta activación de la apoptosis se produce de forma más acusada 
en el pulmón no ventilado durante la resección pulmonar, resultado concordante con los 
datos respecto a los parámetros inflamatorios. Estos resultados de nuevo confirman 
estudios previos de otros autores (Gothard 2006, Zingg et al. 2010), describiendo que la 
OLV per se causa daño a nivel pulmonar. Por ello, consideramos que, en futuros estudios, 
podría resultar interesante el desarrollo de un modelo experimental que nos permitiese 
diferenciar con más precisión el daño quirúrgico, el daño isquémico y el daño debido a la 
OLV. Como ya habíamos descrito anteriormente, en este modelo también, la lidocaína 
redujo la expresión de mediadores pro-inflamatorios y pro-apoptóticos demostrando de esta 
manera una atenuación del daño causado por isquemia reperfusión. 
También hemos podido observar en nuestro modelo un aumento en los niveles de 
metalloproteinasas (MMPs). Al igual que lo que sucede con las citoquinas proinflamatorias, 
una elevación de las MMPs ha sido asociada al estrés quirúrgico, por lo que en cirugía 
mínimamente invasiva se observan valores sistémicos inferiores al compararla con la 
cirugía abierta (Ng et al. 2007).  
 
 
 
Diversos mecanismos pueden modificar la transcripción celular de las MMPs, entre 
ellos se encuentran la regulación por citoquinas y factores de transcripción nuclear (Huang 
et al. 2009). Entre las citoquinas capaces de aumentar la transcripción de MMPs 
encontramos al TNFα y la IL-1, mientras que entre las vías de señalización intracelular se 
encuentran la MAPK “p38” y el NF-κβ (Nakamoto et al. 2000). Otros autores han 
demostrado una elevación de MMP-2 y MMP-9 secundaria a un daño por isquemia 
reperfusión en tejido pulmonar (Soccal et al. 2004, Yano et al. 2001) así como en otros 
tejidos (Cheung et al. 2000), relacionando el aumento de MMPs observado tras la agresión 
quirúrgica con la aparición de complicaciones postoperatorias. 
En la literatura no hay estudios cuyo objetivo sea evaluar el efecto de los anestésicos 
locales sobre la producción de MMPs, sin embargo, como ya se mencionó entre los 
mecanismos implicados en la activación de la transcripción de las MMPs, encontramos la 
liberación de citoquinas proinflamatorias y vías de señalización intracelular sobre las cuales 
la lidocaína puede ejercer un papel inhibitorio lo cual podría contribuir a su efecto protector 
frente al daño pulmonar secundario a I/R. 
En resumen, hemos observado que la respuesta inflamatoria y apoptótica asociada 
a la cirugía de resección pulmonar se produce a nivel bilateral, aunque de forma asimétrica.  
La OLV per se tiene una influencia en la activación de los procesos pro-inflamatorios y pro 
apoptóticos en ambos pulmones que es detectable 24 horas post-cirugía. Esto concuerda 
con otros resultados previos que relacionaban la lesión pulmonar por isquemia-reperfusión, 
condicionada por la OLV, con una activación de la inflamación y apoptosis (Ng et al. 2005).  
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Parece claro que la OLV es un factor clave que condiciona el grado de daño 
pulmonar postoperatorio en la CRP. Aquellas técnicas encaminadas a atenuar la agresión 
que supone esta técnica de ventilación (limitación de presión de ventilación, restricción de 
fluidos, acortar duración de la OLV…) podría por lo tanto ayudar a atenuar el grado de 
daño pulmonar postoperatorio de los pacientes sometidos a cirugías torácicas que 
impliquen este tipo de procedimiento ventilatorio.      
Por otro lado, poder detectar alteraciones inflamatorias 24 horas después de la 
cirugía en muestras plasmática podría resultar útil para una futura aplicación clínica ya que 
nos permitiría evaluar de manera poco invasiva el progreso del paciente.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
 
"No temas a las dificultades: lo mejor surge de ellas." 
- R. Levi Montalcini 
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Exponemos a continuación las conclusiones más significativas: 
1. La cirugía de resección pulmonar indujo un aumento significativo de los niveles de 
mediadores inflamatorios y/o apoptóticos, tanto a nivel local como sistémico (Artículos I, 
II, III, IV, V, VI y VII) 
2. Estos cambios podrían ser secundarios tanto a la I/R propia de la cirugía torácica 
como a la ventilación unipulmonar (OLV), técnica ampliamente utilizada durante las 
intervenciones torácicas (Articulo III) 
3. El aumento de los niveles de mediadores proinflamatorios fue acompañado por 
modificaciones en el perfil de expresión de microRNAs y alteraciones en la integridad del 
glicocálix (Artículos IV y V) 
4. La modulación anestésica con sevoflurano o lidocaína, disminuyó 
significativamente estos efectos tanto a nivel local como sistémico. (Artículos II, III, IV, 
V, VI y VII)   
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Abstract 
Background: Ischemia reperfusion injury (IRI) is associated with morbidity and mortality. 
MicroRNAs (miRNAs) have emerged as regulators of IRI and they are involved in the pathogenesis 
of organ rejection. Lidocaine has proven anti-inflammatory activity in several tissues but its 
modulation of miRNAs has not been investigated. This work aims to investigate the involvement 
of miRNAs in lung IRI in a lung auto-transplantation model and to investigate the effect of 
lidocaine.  
Methods: 3 groups (sham-operated, control and lido), each of 6 pigs, underwent a lung auto-
transplantation. All groups received the same anesthesia. In addition, animals of lido group received 
a continuous IV administration of lidocaine (1.5 mg/kg/h) during surgery. Lung biopses were taken 
before pulmonary artery clamp, before reperfusion, 30 minutes post-reperfusion (Rp-30) and 60 
minutes post-reperfusion (Rp-60). Samples were analyzed for different miRNAs (miR-122, miR-
145, miR-146a, miR-182, miR-107, miR-192, miR-16, miR-21, miR-126, miR-127, miR142-5p, 
miR152, miR155, miR-223 and let7) using RT-QPCR. Results were normalized using miR-103.  
Results: The expression of miR-127 and miR-16 did not increase after IRI. Let-7d, miR-21, miR-
107, miR-126, miR-145, miR-146a, miR-182 and miR-192 significantly increased at the Rp-60 
(control vs. sham-operated p<0.001). miR-142-5p, miR-152, miR-155 and miR 223 significantly 
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increased at the Rp-30 (control vs. sham-operated p<0.05) and at the Rp-60 (control vs. sham-
operated p<0.01). The administration of lidocaine was able to attenuate these alterations in a 
significant way (control vs lido p<0.05). 
Conclusions: Lung IRI caused miRNAs dysregulation. The administration of lidocaine reduced 
significantly miRNAs alterations.   
Introduction 
Ischemia-reperfusion-induced lung injury (IRLI) has been identified as one of the main causes of 
primary graft failure. It is characterized by non-specific alveolar damage, lung edema and 
hypoxemia occurring within 72 hours from the lung transplantation. Despite refinements in lung 
preservation and improvements in surgical techniques and perioperative care, IRLI remains a 
significant cause of early morbidity and mortality after lung transplantation 1. Nowadays, although 
the number of patients on the waiting list is constantly increasing, only 10 to 30% of the donor 
lungs are used for transplantation 2. Hence, the critical importance of donor organ quality in 
determining short and long-term graft function is becoming increasingly clear and the identification 
of new biomarkers to assess the donor lungs is becoming mandatory. 
In recent decades, proteomic and genomic analyses have demonstrated that different cell processes 
and mediators intervene before the disease becomes evident. In this regard, microRNAs (miRNAs), 
short RNA sequences that act as post-transcriptional regulators which bind themselves to 
complementary sequences in the 3′ UTR of multiple target messenger RNAs (mRNAs), have 
emerged as promising disease biomarkers. In fact, recent studies have examined the possibility that 
changes in miRNAs expression could be used as biomarkers for ischemia-reperfusion injury (IRI) 
3. Moreover, it has been observed that some miRNAs are able to regulate the expression of gene 
targets in the context of lung transplantation 4-6. 
It has been observed that local anesthetics, in addition to blocking the inhibitory effects of the nerve 
signal, have systemic anti-inflammatory properties 7, which have proven to be beneficial in 
different types of surgeries 8. Among them, lidocaine inhibits migration of polymorphonuclear cells 
toward the inflamed area by diminishing their mobility and adhesion, with the resulting attenuation 
in the expression of cytokines and free oxygen radicals 7, 9. These properties have also been 
observed in relation to lung resection surgery 10; however, little has been reported about the 
relationship between miRNAs and local anesthetics. 
We hypothesized that miRNAs play an active role in the pathogenesis of the IRLI and that this can 
be reflected by alterations of their levels that can be observed in local samples. In addition, we 
hypothesized that the administration of lidocaine could modify the expression of miRNAs. Hence, 
the aim of this study was to investigate a potential involvement of different miRNAs in an IRLI 
 
 
 
caused by a left caudal lobe lung auto-transplant model and to investigate the effect of lidocaine 
administration.   
Materials & Methods  
The authors declare that the present study has be conducted with the approval of the Committee for 
Research and Animal Experimentation of Gregorio Marañón General University Hospital (Madrid, 
Spain), the institution where the animals have be handled. It abides by the provisions of Spanish 
current legislation in terms of basic standards for the protection and care of animals used in 
experiments and it is in accordance with the European directive on the protection of animals used 
for scientific purposes (2010/63/EU). 
Animal Model and Study Groups  
Eighteen pigs (Sus scrofa) with a weight of 35±7 kg were subjected to an orthotopic left caudal lobe 
lung transplantation (left pneumonectomy, ex situ cranial lobectomy, and left caudal lobe 
reimplantation) with a subsequent 60-min graft reperfusion. The anesthetic 10 and surgical 11, 12 
procedures have been previously described; the only difference introduced in this work has been 
that the reperfusion time was set at 60 minutes instead of 30 minutes. Using Excel for PC (Microsoft 
Corp, Seattle, Washington, USA), pigs were randomly assigned to three groups (6 animals per 
group): a lidocaine group (LIDO), a control group (CON), and a SHAM group. In animals of the 
LIDO group, lidocaine was administered as an initial bolus of 1.5 mg/kg followed by a continuous 
infusion of 1.5 mg/kg/h, which was maintained until the end of the procedure, whereas animals of 
the CON group received the same volume of 0.9% saline solution. The content of each syringe and 
infusion was administered blind.  
Measurement and sampling time points 
Lung biopsies, hemodynamic arterial gas measurements and blood samples were collected at the 
following time points: Pre-clamping (PreClamp)- before clamping the pulmonary artery; pre-
reperfusion (PreRep) - before reperfusion and ventilation of the reimplanted left caudal lobe; 30 
min post-reperfusion (Rp-30) - 30 min after the reperfusion of the reimplanted lobe; and 60 min 
post-reperfusion (Rp-60) - 60 min after the reperfusion of the reimplanted lobe. In addition, 
hemodynamic arterial gas measurements were collected at the very beginning of the procedure and 
these values are reported as Base. 
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Haemodynamic measurements 
After the induction, both femoral vein and artery were catheterized, via inguinal cut down, with 
Arrow-Howes 7 Fr. triple-lumen catheter and PiCCO thermodilution catheter (PV2014L16 Femoral 
artery in small adults Ø 4F, length 16 cm) respectively. Main hemodynamic variables, fluid 
responsiveness, preload, after load, contractility and pulmonary oedema were measured by using 
PiCCO-Pulsion thermodilution monitor. Blood-gas analyses were performed at the beginning of 
the surgical process (Base); before clamping the pulmonary artery (PreClamp); before starting the 
reperfusion (PreRep); 30 min and 60 min after reperfusion (30 min Rp and 60 min Rp respectively). 
Biochemical studies in lung tissue 
Lung tissue biopsies were performed for biochemical studies. Every lung sample was placed in a 
cryotube, flash-frozen in liquid nitrogen and stored at -80 ºC until biochemical analysis. 
Western blotting analysis 
Western blots were used to measure the protein expression of TNF-α, IL-1β, Bcl-2-associated death 
promoter (BAD), Bcl-2-associated X protein (BAX) and caspase 3 as previously described 13. Four 
samples from each time point of each group were analyzed. 
MicroRNAs extraction, quantification and determination  
miRNA was isolated from five independent lung samples using the mirVana miRNA Isolation Kit 
(Ambion, Life Technologies, Texas, USA), following the Enrichment Procedure for Small RNAs 
according to the manufacturer’s instructions. RNA purity and concentration were evaluated by 
spectrophotometry using µL Biodrop (Isogen Life Science, De Meern, Netherlands) at 260/280 nm 
(ratio > 2.0). In addition, a 40% acrylamide gel electrophoresis was run to verify the purity as 
suggested by the mirVana miRNA Isolation Kit protocol’s instructions. According to the 
manufacturer’s instructions, the reverse transcription of 350-1000 ng of miRNA was performed 
using TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit for Custom Reverse Transcription Pools 
with TaqMan® MicroRNA Assay (Ambion, Life Technologies, Texas, USA). RT-PCR was 
performed using an Applied Biosystems 7300 apparatus with the TaqMan® Universal Master Mix 
II (Applied Biosystems, Warrington, UK) and 1 µL of the corresponding 20X MicroRNA Assay. 
For the normalization of cDNA loading in the PCR, the amplification of miR 103 for every sample 
was used 14. Relative changes in gene expression were calculated using the 2-∆∆CT method 15. 
Statistical analysis ELENA 
Sample size was based on previous experience and on literature16. Results are expressed as the 
mean ± the standard error of the mean. Mean comparison was done by the Kuskal-Wallis test 
 
 
 
followed by the Mann Withney test; a confidence level of 95% (p<0.05) was considered significant. 
The SPSS version 14.0 statistical package was used in this study.  
Results 
General and cardiorespiratory parameters 
No differences were observed between the SHAM, CON, and LIDO groups in terms of weight 
(33.6 ± 2.19 kg; 34.17 ± 3.6 kg; and 39.14 ± 6.36 kg, respectively) or duration of the procedure 
(275.71 ± 26.99 min; 374.5 ± 10.37 min and 320.71 ± 10.58 min respectively) and between CON 
and LIDO groups in the duration of the ischemic period (123.3 ± 8.16 min and 127.5 ± 8.89 min 
respectively). Hemodynamic values, blood gas values, and airway pressures remained very stable 
during the procedure (Table 1 and 2). The only significant difference was observed between the 
SHAM group and the other two groups about the PaO2 at the Rp-60 time point and it was 
presumably caused by the different number of ventilated lungs (Table 2). 
miRNAs expression 
miRs significantly increased 60 min after reperfusion (Figure 1): A group of miRNAs (let-7d, miR-
21, miR-107, miR-126, miR-145, miR-146a, miR-182 and miR-192) exhibited a significantly 
increased expression at the Rp-60 time point (CON vs. SHAM p<0.001). The administration of 
lidocaine was able to attenuate these alterations in a significant way (CON vs. LIDO p<0.001). 
miRs significantly increased 30 and 60 min after reperfusion (Figure 2): A group of miRNAs (miR-
142-5p, miR-152, miR-155 and miR 223) exhibited an increased expression at the Rp-30 time point 
(CON vs. SHAM p<0.05). Their expression increased even more at the Rp-60 time point (CON vs. 
SHAM p<0.01). miR-152, miR-155 and miR-223 levels of CON group were significantly higher 
than SHAM group values even before reperfusion (CON vs. SHAM p<0.05) suggesting that 
ischemic injury per se is able to alter their expression. The administration of lidocaine was able to 
attenuate these alterations in a significant way (CON vs LIDO p<0.05). However, unlike the 
previous group of miRNAs, the LIDO group expressions of miR-142-5p and miR-155 at Rp-60 
time point were significantly higher than SHAM group values (p<0.05). 
miRs with no significant differences (Figure 3): No significant change was observed in the 
expression of miR-16 and miR-127 inter or intra groups.  
Inflammatory markers 
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A significantly increased expression of TNF-α and IL-1β, two pro-inflammatory cytokines, was 
observed in the CON group at Rp-30 and Rp-60 time points compared with SHAM and LIDO 
groups (CON vs. SHAM p<0.05). At the Rp-60 time point, it was evident by a significantly 
increased expression of both cytokines also in LIDO group compared to SHAM group values 
(LIDO vs. SHAM p<0.05). However, these values were significantly lower than those of CON 
group (CON vs. LIDO p<0.05) (Figure 4). 
Apoptotic markers 
The pro-apoptotic molecules BAD and BAX resulted increased in the CON group at Rp-60 
compared with SHAM group (CON vs. SHAM p<0.05). BAX levels of CON group were 
significantly increased also at Rp-30 (CON vs. SHAM p<0.05). In the LIDO group, an increased 
expression of BAD and BAX levels was observed at Rp-60 (LIDO vs. SHAM p<0.05). However, 
this rise was significantly lower than the one observed in the CON group (CON vs. LIDO p<0.05).  
Discussion 
MiRNAs represent a complex mechanism of genetic regulation that can modulate many 
physiological and pathological processes. Several studies have observed their involvement in the 
regulation of IRI 17, pulmonary diseases 18, 19, and solid organ transplantation 20. However, to 
our knowledge, this is the first study on the miRNAs expression in relation to the IRLI induced by 
lung transplantation. In this study, it has been observed that the IRI derived by lung surgery causes 
important changes in the expression of several miRNAs. We have observed that some miRNAs 
were involved in the early phase of reperfusion (miR- 142-5p, miR-152, miR-155 and miR-223) 
whereas others miRNAs (miR-21, miR-107, miR-126, miR-145, miR-146a, miR-182, miR-192 and 
let-7d) showed an increased expression only 60 minutes after reperfusion reflecting that their 
activation occurs later. Thus, our results suggest that miRNAs play a modulating role of the 
inflammatory response of both early and delayed reperfusion phases.  This is in accordance with 
previous studies that observed increased levels of miRNAs like miR-21 21-24 and miR-223 25 in 
IRI affecting organs other than lungs.  
The inflammatory response is a key stone of the IRI and several miRNAs regulate 26 and are 
regulated 27 by it. The up regulation of miR-126 has been correlated with the up regulation of 
TOM1, involved in the IL-1β and TNF-α signaling pathway in cystic fibrosis 28. The deregulation 
of miR-155 and miR-223 resulted in uncontrolled lung inflammation in different murine models 
29. In addition, miR-21 and miR-223 can promote granulocyte differentiation and activation 30. 
The neutrophil activation and infiltration is an important component of the IRLI 1 and increased 
MPO levels have been observed in this experiment 30 and 60 minutes after reperfusion in the 
control group samples (unpublished results). Hence, the increased levels of miR-21 and miR-223 
observed in this study could be caused by activated neutrophils (leukocyte-derived miRNAs).  
 
 
 
On the other hand, miR-21, miR-145, miR-146a and miR-155, are up regulated by NFκB and/or by 
inflammatory cytokines like TNF-α or IL-1β 31-34. Moreover, their effects on the inflammatory 
response can be opposite: miR-155 has pro-inflammatory effects 35-37 whereas miR-146a has an 
anti-inflammatory effects 38, 39. In our study, the overexpression of all the above mentioned 
miRNAs was observed which suggests their implication in the inflammatory response caused by 
IRLI. Since some of them have pro-inflammatory, others have anti-inflammatory effects and some, 
like miR-145 can be both pro-inflammatory 40 or anti-inflammatory 41, we thick that, in their 
complex, these miRNAs act like lung-protective, anti-inflammatory miRNAs. However, an 
improved understanding of the miRNAs target prediction and of how multiple miRNAs collaborate 
to properly balance the inflammatory response is needed in order to clarify which role is played by 
each miRNA.  
Apoptosis peaks rapidly after reperfusion and it can be induced by oxygen species and inflammatory 
cytokines 1 or can be activated by an intrinsic pathway.  However, in both cases, the effector caspase 
3 is expressed. In this study we have observed an increased expression of caspase 3 60 minutes after 
reperfusion. In addition, at the same time-point, an increased expression of BAD and BAX, two 
pro-apoptotic molecules of the Bcl-2 family, was observed. Hence, our results confirmed, as 
previously observed 10 that the IRLI activates apoptotic markers and that this activation involves 
also the intrinsic pathway. The role of miRNAs in apoptosis regulation is currently under intensive 
investigation. Recent studies have shown that the overexpression of miR-145 40, 41 and miR-192 
42 can cause apoptosis. In our study, an overexpression of miR-145 and miR-192 was observed 
after reperfusion. At the same time-points, the pro-apoptotic markers were increased too. In 
addiction, miR-182 and miR-155, both increased after IRI, were predicted to target caspase 3 
whereas miR-145, also increased after IRI, has DR4 and DR5 as predicted target 29. Hence, our 
results suggest that miR-145 and miR-192 could play a role in the activation of pro-apoptotic 
pathways after IRLI. 
Previous studies have observed decreased levels of miR-16 43 and miR-127 44 in case of acute 
pulmonary lesion and pulmonary edema 45. However, in our study, no significant change was 
observed in the expression of both miR-16 and miR-127. Hence, our results suggest that these 
miRNAs do not play a regulating role in the pathogenesis of the IRLI.  
The anti-inflammatory properties of lidocaine have been previously described 10 but little is known 
about its effects on miRNAs expression. In an in vitro model, Sung et al. observed that lidocaine 
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affected the miRNAs expression on adipose stem cells, but its effect was evident only on few 
miRNAs 46. In our study, the IV administration of lidocaine affected significantly the expression 
of all the miRNAs altered by the IRLI. In particular, it canceled or reduced dramatically the 
alterations observed in the control group. At the same time, lidocaine reduced the expression of 
pro-inflammatory cytokines and pro-apoptotic markers. To our knowledge, this is the first study 
regarding the effects of lidocaine administration on miRNAs expression in an in vivo IRLI model. 
Different possibilities have been suggested in order to normalize the results of miRs quantification 
using qPCR. Gu et al. proposed the use of more than one miR as endogenous controls so to have 
trustworthy results 14. Based on this reference, miR-107 and miR-103 have been picked as 
endogenous controls; however, whereas miR-103 showed great stability, the expression of miR-
107 was significantly increased at Rp-60. Ezzie et al. have observed that miR-107, as well as other 
members of the miR-15/107 family, were increased in COPD patients 47. Moreover, miR-107 up-
regulation has been associated with chronic allograft dysfunction 48. Hence, since this experiment 
observed the alterations caused by transplantation on the lung tissue, it is not surprising to find 
increased levels of miR-107. In any case, our results demonstrate that miR-107 cannot be 
considered as a suitable endogenous control in our porcine experimental model.  
Our study is subject to a series of limitations. First, the lidocaine concentration in plasma has not 
been measured. Doses similar to those used in other studies 49 have been chosen; therefore, it can 
be assumed that lidocaine values were below 2-3 µg/mL. Second, analysis of the biomarkers beyond 
60 min could have provided more data; however, since the most significant molecular changes in 
the acute lung injury occur early, it is reasonable to consider that the main results of our study may 
be confirmed by long time-point samples. Nevertheless, the clinical consequences (arterial 
oxygenation, airway pressure) may probably have been more easily detected on the second or third 
day after surgery, which is when the most pronounced symptoms appear; therefore, we did not 
observe them in our study. Third, regarding the translational relevance of this paper, an important 
limitation is the fact that IRI and organoprotective signaling are largely influenced by common 
comorbidities and co-medications.  
Our study presents also some technical limitations. First, only few miRNAs have been measured in 
this study. To select the miRNAs presented in this study, we focused on the miRNAs that had been 
previously described in relation to ischemia reperfusion injury 17, solid organ transplantation 20 
and lung pathologies 18, 19, 50. However, not all the miRNAs previously described in relation to 
these pathologies have been investigated in this study. We consider that a screening using 
microarray, nanostring or deep sequencing would provide more information about how many and 
which miRNAs are involved in the IRLI. Second, our study lucks of mechanistic insights into 
 
 
 
miRNAs involved in IRLI and the potential links between the changes of miRNAs expression and 
anti-inflammation conferred by lidocaine. Further studies are required in order to clarify this point.   
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Table 1: Hemodynamic parameters 
 Base PreClamp PreRep 30 min Rp 60 min Rp 
HR 
(bpm) 
SHAM 99.43±8.01 93.14±7.86 89.71±6.86 93.29±6.71 97.14±5.24 
CON 87.67±5.19 98.16±5.74 104.67±4.6 103.33±5.68 97.33±7.37 
Lido 87.43±5.84 91.14±6.86 78.14±11.79 75.43±13.07 
75.14±13.2
5 
MAP 
(mmHg) 
SHAM 95.43±11.15 95±10.68 101.43±8.7 98.29±10.22 98.57±8.75 
CON 91±6.9 94.67±7.1 91.67±4.55 78.17±8.53 76.67±5.19 
Lido 93.86±5.46 86.43±3.97 81.71±6.89 60.14±10.94 
62.43±12.0
1 
CVP (mmHg) 
SHAM 8.29±1.67 6±1.53 6.86±1.96 7.43±1.77 8.14±1.92 
CON 7.5±1.3 7±1.35 5±1.39 5±1.22 4.83±1.27 
Lido 7.29±1.04 8.43±1.84 8±1.43 6.29±1.81 6.43±1.86 
CI (Lxmin-
1xm-2) 
SHAM 2.96±0.38 2.99±0.2 3.21±0.31 3.13±0.32 3.17±0.39 
CON 3.1±0.19 3.71±0.54 3.86±0.31 3.71±0.26 3.58±0.31 
Lido 3.61±0.49 3.86±0.34 4.79±0.91 2.97±0.55 2.85±0.59 
GEDVI 
(Lxmin-1xm-
2) 
SHAM 613.6±106.7 661.4±109.3 605±86.6 605.4±116.5 
583.9±105.
5 
CON 500±31.3 534.7±65 529.7±27.3 512.5±38.7 522.8±83.7 
Lido 747.7±168.7 587.9±70.7 674.6±125.9 359.4±83.2 
431.7±150.
2 
DPMAX 
(mmHg/s) 
SHAM 562.8±94.8 611±87.5 622.6±89.3 604.6±71.3 
662.4±104.
1 
CON 515±56.25 488.3±78.4 563.3±48.3 513.3±55.8 486.7±57.9 
Lido 477.3±85.4 710.1±67.8 563.4±54.5 501±94.1 
425.7±127.
4 
ELWI 
SHAM 8.17±1.25 7.5±1.41 8.83±4.92 7±1.04 6.67±0.85 
CON 10.67±1.82 9.67±1.68 9.17±2.21 8.67±1.58 7±0.53 
Lido 13±4.03 11.33±4.1 9.33±3.32 5.17±1.16 6±1.4 
SVV 
(%) 
SHAM 15.86±1.06 8.29±2.36 9.71±2.81 10.71±3.59 8.43±3.31 
CON 12.83±3.66 14.33±7.06 3.58±7.86 5.12±6 5.47±7.29 
Lido 16.29±5.12 11±3.42 7.86±3.44 6±2.89 7.29±6.6 
SVRI 
(dyn/s/cm-
5/m2) 
SHAM 2560.2±369 2232.3±349 2099.3±264 2146.5±174 2344.2±239 
CON 2046.8±165 2105±260.2 1797±182 1734.8±198 1439.3±189 
Lido 2042.6±265 1803.6±238 1505.1±244 1524.7±125 1504.8±178 
 
Data are expressed as the mean ± SEM. HR, heart rate; MAP, mean arterial pressure; CVP, central 
venous pressure; CI, cardiac index; GEDVI, global end-diastolic volume; DPMAX, maximum 
diastolic pressure; ELWI, extra-vascular lung water; SVV, stroke volume variation; SVRI, 
systemic vascular resistance index. 
 
 
 
CON, control group; LIDO, lidocaine group; SHAM, sham group. Base, basal value; PreClamp, 
value obtained before clamping the pulmonary artery; PreRep, value obtained before starting the 
reperfusion; 30 min Rp and 60 min Rp, values obtained 30 min and 60 min after reperfusion 
respectively. 
Table 2: Blood gases and respiratory parameters 
  Base PreClamp PreRep 30 min Rp 60 min Rp 
SaO2 (%) 
SHAM 100±0 99.86±0.38 100±0 99.86±0.38 99.57±1.13 
CON 100±0 98.17±4.49 100±0 98.33±2.88 98.17±2.99 
Lido 100±0 99.86±0.38 99.29±1.5 100±0 100±0 
PaO2 
(mmHg) 
SHAM 305.57±36.67 215.57±54.44 251±52.56 237.29±66.56 195.86±53.5 
CON 287.83±65.7 210.17±59.41 205.83±45.51 259±54.95 279.33±49.1* 
Lido 360.86±106.32 262.14±137.04 205.43±78.05 311.83±86.23 310.25±40.8* 
PaCO2 
(mmHg) 
SHAM 41±6.22 43±7.39 44±8.54 45±9.71 46.14±9.55 
CON 44.83±14.52 41.6±5.59 37.17±4.62 46.2±9.31 43.83±9.08 
Lido 41.57±9.8 42.33±2.94 39.5±6.65 40.17±6.85 37.67±7 
pH 
SHAM 7.5±0.04 7.49±0.04 7.49±0.05 7.48±0.07 7.48±0.06 
CON 7.49±0.12 7.47±0.14 7.54±0.06 7.47±0.09 7.49±0.08 
Lido 7.52±0.1 7.48±0.08 7.48±0.14 7.52±0.06 7.54±0.07 
PpAW 
(cmH2O) 
SHAM 27.38±5.53 26.29±4.1 26.09±3.62 27.4±3.58 29.33±3.2 
CON 32.83±3.48 34.2±2.83 33.5±3.66 37±2.67 35.8±3.02 
Lido 24.5±3.32 27.71±3.73 27.43±3.24 25.17±3.58 30±3.34 
Mean P  
(cm H2O) 
SHAM 7.64±4.94 9.04±4.45 8.3±3.81 8.87±4.32 8.78±3.35 
CON 7.5±1.52 7.8±1.3 8.8±1.3 8.6±2.07 8.4±1.14 
Lido 6.96±0.76 7.71±0.95 8.7±1.6 7.5±1.05 8±0.63 
 
Data are expressed as the mean ± standard error of the mean. SaO2, oxygen saturation; PaO2, partial 
pressure of oxygen in arterial blood; PaCO2, partial pressure of carbon dioxide in arterial blood; 
PpAW, pulmonary artery wedge pressure; mean P, mean pressure. 
 CON, control group; LIDO, lidocaine group; SHAM, sham group. Base, basal value; PreClamp, 
value obtained before clamping the pulmonary artery; PreRep, value obtained before starting the 
reperfusion; 30 min Rp and 60 min Rp, values obtained 30 min and 60 min after reperfusion 
respectively. *p<0.05 vs. SHAM group 
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Table 3: Schematic view of surgical procedure, anaesthetic protocol and sampling 
points 
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Figure Legends 
Figure 1: Bar graphs show the expression of different miRNAs (A, let-7d; B, miR-21; C, miR-107; 
D, miR-126; E, miR-145; F, miR-146a; G, miR-182; H, miR-192) in lung samples throughout the 
experiment and compare the control group (CON) with the lidocaine group (LIDO) and with the 
SHAM group. 
PreClamp, value obtained before clamping the pulmonary artery; PreRep, value obtained before 
starting the reperfusion; Rp-30 and Rp-60, values obtained 30 min and 60 min after reperfusion 
respectively.  
*p < 0.001 CON group vs. all. 
Figure 2: Bar graphs show the expression of different miRNAs (A, miR-142-5p; B, miR-152; C, 
miR-155; D, miR-223) of lung samples throughout the experiment and compare the control group 
(CON) with the lidocaine group (LIDO) and with the SHAM group. 
PreClamp, value obtained before clamping the pulmonary artery; PreRep, value obtained before 
starting the reperfusion; Rp-30 and Rp-60, values obtained 30 min and 60 min after reperfusion 
respectively.  
*P < 0.05 CON group vs. SHAM group, LIDO group and CON PreClamp. *P<0.001 vs. all. # 
P<0.05 LIDO group vs. SHAM group. 
Figure 3: Bar graphs show the expression of different miRNAs (A, miR-16; B, miR-127) of lung 
samples throughout the experiment and compare the control group (CON) with the lidocaine group 
(LIDO) and with the SHAM group. 
PreClamp, value obtained before clamping the pulmonary artery; PreRep, value obtained before 
starting the reperfusion; Rp-30 and Rp-60, values obtained 30 min and 60 min after reperfusion 
respectively.  
Figure 4: Bar graphs show the protein expression of inflammatory mediators in lung biopsies and 
compare the control group (CON) with the lidocaine group (LIDO) and with the SHAM group.  
PreClamp, value obtained before clamping the pulmonary artery; PreRep, value obtained before 
starting the reperfusion; Rp-30 and Rp-60, values obtained 30 min and 60 min after reperfusion 
respectively. 
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*p<0.005 vs. SHAM and LIDO groups; #p<0.05 vs. SHAM group; **p<0.001 vs. all. 
A, protein expression of TNFα; B, protein expression of IL-1β; C, Bcl-2-associated death 
promoter (BAD); D, Bcl-2-associated X protein (BAX) and E, caspase 3 
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Abstract 
Background: Ischaemia-reperfusion injury (IRI) is a main cause of morbidity after pulmonary 
resection surgeries. The dysfunction of glycocalyx, a dynamic layer of macromolecules at the 
luminal surface of the endothelium, seems to participate in tissue dysfunction after IRI. Lidocaine 
has proven anti-inflammatory activity in several tissues but its modulation of glycocalyx has not 
been investigated. This work aims to investigate a potential involvement of glycocalyx in lung IRI 
in a lung auto-transplantation model and to investigate the effect of lidocaine.  
Methods: 3 groups (sham-operated, control and lidocaine), each of 6 large-white pigs, were 
submitted to a lung auto-transplantation. All groups received the same anaesthesia. In addition, 
animals of lido group received a continuous IV administration of lidocaine (1.5 mg/kg/h). Lung 
tissue and plasma samples were taken before pulmonary artery clamp, before reperfusion, 30 
minutes post-reperfusion and 60 minutes post-reperfusion in order to analyse pulmonary oedema, 
glycocalyx components, adhesion molecules, myeloperoxidase, nitric oxide (NO) and endothelial 
nitric oxide synthase (eNOS). 
Results: The ischaemia caused pulmonary oedema that was greater after reperfusion when 
decreased levels of syndecan-1 and heparan sulphate were observed in lung samples whereas 
increased levels were observed in plasma samples. After reperfusion, neutrophil activation and 
expression of adhesion molecules were increased whereas NO and eNOS levels were decreased. 
All these alterations were significantly minor or absent in the lidocaine group. 
Conclusions: Lung IRI caused glycocalyx degradation that contributed to neutrophil activation and 
adhesion. The administration of lidocaine was able to protect the lung from glycocalyx degradation. 
Introduction 
During several thoracic surgical procedures, the lung experiences an ischaemia/reperfusion (I/R)-
induced damage which has been identified as one of the main causes of primary graft failure 1. 
Although the severity of damage resulting from I/R varies between tissues, a common component 
of this pathologic process for all organs is microvascular dysfunction 2, 3. In fact, after I/R, 
endothelial cells suffer from increased oxidative stress 4 and they exhibit swelling and detachment 
from the basement membrane 5. Consequently, leukocytes adhere and transmigrate 6, 7 and 
vascular permeability increases 8. These endothelial consequences of I/R suggest an involvement 
of the endothelial glycocalyx, which is a dynamic layer of macromolecules on the luminal surface 
of vascular endothelium that is involved in fluid homeostasis and regulation. Within the lung, the 
damage or degradation of glycocalyx integrity may be a major mediator for oedema formation after 
lung I/R injury (IRI). Although the pathogenesis of pulmonary oedema and specific aetiologies of 
lung injury after lung IRI are still to be understood 9, ongoing investigations are improving our 
 
 
 
understanding of the complex factors involved in the pathophysiology of post-resection lung injury. 
However, there is a paucity of data, particularly related to glycocalyx integrity/damage and lung 
IRI. 
Recent studies showed that local anaesthetics, in addition to blocking the inhibitory effects of the 
nerve signal, have systemic anti-inflammatory properties 10, which have proven to be beneficial in 
different types of surgeries 11. Among them, lidocaine inhibits migration of polymorphonuclear 
cells toward the inflamed area by diminishing their mobility and adhesion, with the resulting 
attenuation in the expression of cytokines and free oxygen radicals 10, 12. These properties have 
also been observed in relation to lung resection surgery 13; however, to our knowledge, there is 
paucity of data related to the effects of lidocaine administration on glycocalyx integrity in lung IRI. 
Hence, the aim of our work was to investigate a possible injury of the glycocalyx caused by lung 
IRI after pulmonary resection and also to investigate whether the administration of lidocaine would 
have been able to reduce this injury.  
  
Methods 
The authors declare that the present study has be conducted with the approval of the Committee for 
Research and Animal Experimentation of Gregorio Marañón General University Hospital (Madrid, 
Spain), the institution where the animals have been handled. It abides by the provisions of Spanish 
current legislation in terms of basic standards for the protection and care of animals used in 
experiments and it is in accordance with the European directive on the protection of animals used 
for scientific purposes (2010/63/EU). 
Animal Model and Study Groups  
Eighteen large white pigs with a weight of 35±7 kg were subjected to an orthotopic left caudal lobe 
lung transplantation (left pneumonectomy, ex situ cranial lobectomy, and left caudal lobe 
reimplantation) with a subsequent 60-min graft reperfusion. The anaesthetic 13 and surgical 14, 15 
procedures have been previously described; the only difference introduced in this work has been 
that the reperfusion time was set at 30 and 60 min instead of 10 and 30 min. Using Excel for PC 
(Microsoft Corp, Seattle, Washington, USA), pigs were randomly assigned to three groups (6 
animals per group): lidocaine group (LIDO), control group (CON), and  SHAM group. In animals 
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of the LIDO group, lidocaine was administered as an initial bolus of 1.5 mg/kg followed by a 
continuous infusion of 1.5 mg/kg/h, which was maintained until the end of the procedure, whereas 
animals of the CON group received the same volume of 0.9% saline solution. The content of each 
syringe and infusion was administered blind.  
Measurement and sampling time points 
Lung biopsies and plasma samples were collected at the following time points: Pre-clamping (PPn)- 
before clamping the pulmonary artery; pre-reperfusion (PRp) - before reperfusion and ventilation 
of the reimplanted left caudal lobe; 30 min post-reperfusion (Rp-30’) - 30 min after the reperfusion 
of the reimplanted lobe; and 60 min post-reperfusion (Rp-60’) - 60 min after the reperfusion of the 
reimplanted lobe. In addition, haemodynamic arterial gas measurements were collected at the very 
beginning of the procedure and these values are reported as Base. 
Biochemical studies in lung tissue 
Lung tissue biopsies were performed for biochemical studies. Each lung and plasma sample was 
placed in a cryotube, flash-frozen in liquid nitrogen and stored at -80º C until biochemical analysis. 
Wet-to-dry ratio – pulmonary oedema 
In order to quantify the wet-to-dry ratio, approximately 50 mg of each lung sample was incubated 
for 12 h at 60° C and weighed again. The values obtained were analysed with the following formula: 
[wet weight – dry weight] / wet weight. 
Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) 
Levels of heparan sulphate, syndecan-1, VCAM and ICAM-1 were measured in plasma and/or lung 
biopsies samples using porcine specific ELISA kits (Cusabio Biotech Co. Wuhan Hubei, China), 
following manufacturer’s instructions. Briefly, standards and samples were pipetted into pre-coated 
wells and any of the investigated protein present in the samples was bound by the immobilized 
antibody. After removing any unbound substances, a biotin-conjugated antibody specific for the 
investigated protein was added to the well. After washing, avidin conjugated horseradish peroxidase 
(HRP) was added to the wells. Following a wash to remove any unbound avidin-enzyme reagent, a 
substrate solution was added to the wells. After 10 min, the colour development was stopped and 
the intensity of the colour was measured at 450 nm. 
Myeloperoxidase determination 
The myeloperoxidase (MPO) assay was used to quantitate lung tissue neutrophil accumulation, and 
it was detected by the modified Bradley method of Bradley et al. 16. 
NOx determination 
 
 
 
The concentration of nitric oxide (NO) metabolites was measured in blood samples using the Griess 
test, which determined the concentration of NO2 after reduction of NO3 to NO2. Reproducibility 
within the assays was evaluated in three independent experiments, and each assay was carried out 
with three replicates. The overall intra-assay coefficient of variation was calculated to be <5%. 
Assay-to-assay reproducibility was evaluated in three independent experiments. The overall inter-
assay coefficient of variation was calculated to be <6%. 
Western blotting 
Western blotting was used to measure levels of endothelial nitric oxide synthase (eNOS). Briefly, 
after homogenization with lysis buffer, tissue samples (50-60 mg) were boiled with gel-loading 
buffer (0.100 M Tris-Cl; 4% sodium dodecyl sulfate [SDS]; 20% glycerol; 0.1% bromophenol blue) 
at a 1:1 ratio and sonicated. The protein concentrations were determined using the bicinchoninic 
acid assay. The total protein equivalents (25 μg) for each sample were separated using SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis with 10% acrylamide gels and transferred onto a nitrocellulose 
membrane using a semi-dry transfer system. The membrane was immediately placed in blocking 
buffer containing 5% non-fat milk in 20 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, and 0.01% Tween-20. 
The blot was allowed to block at 37° C for 1 hour. The membrane was incubated with anti-rat rabbit 
polyclonal eNOS (dilution 1:1000) antibody for 12 h at 4° C, followed by incubation with an anti-
rabbit horseradish peroxidase-conjugated IgG antibody (1:2000). After washing with T-TBS, the 
membranes were incubated with ECL Plus detection reagents (Amersham Life Science Inc., 
Buckinghamshire, UK) and exposed to X-ray film. The films were scanned using a densitometer 
(BioRad GS 800) to determine the relative optical densities. Pre-stained protein markers were used 
for molecular weight determinations, and the bands were analysed using Quantity ONE 1.0 
Analysis Software, version 4.5.2. 
Statistical analysis 
Nonparametric tests were used. The Kruskal-Wallis test was used in order to identify any significant 
difference between the groups. Subsequently the Mann Whitney test was used to analyse the 
specific sample pairs for significant differences. Statistical significance was set at p<0.05. All data 
were expressed as mean ± standard error of the mean (±SEM). The SPSS version 14.0 statistical 
package was used in this study. 
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Results 
The ischaemic injury caused oedema in both the CONTROL and the LIDO groups and the injury 
was greater after the reperfusion. However, the administration of lidocaine significantly reduced 
the oedema caused by the IRI (Fig. 1). The neutrophils presence also increased after IRI, as 
observed in the lung tissue (Fig. 2A) and in the plasma samples (Fig. 2B) of the CONTROL group. 
In the lung, this alteration was observed 30 min after reperfusion and increased even more 60 min 
after reperfusion whereas in plasma samples it was evident only 60 min after reperfusion. The 
administration of lidocaine was able to reduce in a significant way the activation of neutrophils 
after reperfusion. Moreover, no alteration was observed in the plasmatic levels of MPO in the LIDO 
group (Fig. 2). 
The IRI caused a significant reduction of the levels of syndecan-1 in the lung samples of CONTROL 
group. This effect was evident at both 30 and 60 min after reperfusion (Fig. 3A) 
At the same time-points, in the CONTROL group, increased levels of sindecan-1 were observed in 
the plasma samples (Fig. 3B). The administration of lidocaine significantly counteracted these 
alterations in both lung and plasma samples (Fig. 3). These results suggest that the lung IRI causes 
a damage of the glycocalyx. Integrity of the glycocalyx is compromised and, thus, increased levels 
of the major component of the glycocalyx, syndecan-1, are observed in plasma samples. In 
accordance with this fact, increased levels of heparan sulphate, another important component of the 
glycocalyx, were significantly increased in plasma samples of the CONTROL group 60 min after 
reperfusion. Once again, the administration of lidocaine was able to reduce this alteration (Fig. 4).  
The IRI also increased the expression of adhesion molecules as observed after reperfusion in the 
CONTROL group (Fig. 5). Alterations due to IRI were observed analysing both the levels of 
VCAM in the lung tissue (Fig. 5A) and the levels of ICAM-1 in the plasma samples (Fig. 5B). Once 
again, the administration of lidocaine significantly reduced these changes (Fig. 5).  
The ischaemic injury caused a reduction of the plasmatic NO expression as observed in the 
CONTROL group before reperfusion. This effect was maintained also after reperfusion (Fig.6A). 
In addition, at the same time-points, in the CONTROL group it was observed a significantly 
decreased expression of eNOS (Fig. 6B). These alterations were absent in the LIDO group, where 
the only significant decrease was observed in the levels of NO before the reperfusion (Fig. 6A). 
  
 
 
 
 
 
 
Discussion 
One of the main factors that contribute to lung injury after pulmonary resection surgeries is I/R. 
Even if the pathogenesis of IRI is still to be completely understood, ongoing investigations suggest 
that the degradation of the endothelial glycocalyx may play a key role in it 17-19. Accordingly, our 
results showed that also the IRI that affects the lung after a lung resection surgery compromises the 
glycocalyx integrity. This damage can be observed in lung samples, where both syndecan-1 and 
heparan sulphate levels were decreased after reperfusion, and in the plasma samples, where they 
increased at the same time-points. Similar results have been previously observed in a heart model, 
where the inflammatory response induced glycocalyx damage 20. Our results demonstrate that also 
after lung resection surgeries the endothelial glycocalyx is damaged. In our study, glycocalyx 
degradation was detected also in plasma samples, which has a great interest in clinical scenarios. 
Our results are in accordance with previous studies that observed glycocalyx degradation in plasma 
samples of adults undergoing aortic surgery 21. 
Frequently, the increased oxidative stress and the inflammatory response activated during the 
ischaemia cause pulmonary oedema, which was also observed in our study at the PRp time-point. 
A damage of the glycocalyx integrity causes a loss of cellular junctions and the function of 
endothelial barrier of the glycocalyx disappears, thus promoting pulmonary oedema formation. In 
our study, it was observed that, after reperfusion, the oedema was greater than the one observed at 
the PPn time-point. Glycocalyx degradation was also observed after reperfusion, which suggests 
that the glycocalyx injury could contribute to create the oedema observed in our experimental 
model.  
Another consequence of the glycocalyx dysfunction is the expression of adhesion molecules and 
the consequent activation of neutrophils. On the other hand, neutrophil adhesion to altered 
endothelial cells is facilitated by augmented expression of adhesion molecules, activated by 
pressure-mediated changes 22. In our study, after reperfusion, an increased expression of adhesion 
molecules was evident both in lung and in plasma samples. At the same time-points, also neutrophil 
activation, measured as MPO expression was observed. Even though further studies would be 
required in order to clarify the relation between neutrophil activation and glycocalyx dysfunction, 
our results clarify that both of them are an important part of the IRI pathogenesis.  
Glycocalyx is also important in mechanotransduction; particularly, glycocalyx is the 
mechanosensor for the NO response, activating eNOS and causing increased vascular permeability. 
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During increased vascular pressure, the increased hydraulic flow through the glycocalyx deforms 
or stresses the glycosaminoglycan fibres, which in turn activate eNOS and leads to barrier 
dysfunction18. In our study, both NO and eNOS showed a decrease when glycocalyx was damaged 
and an oedema was evident. Even if our results seem to be in contrast with the effect of glycocalyx 
on the NO production, we consider the main explanation has to be found in the time of reperfusion. 
Once that IRI occurs, it causes vasoconstriction. In this scenario, it is observed a drop in eNOS 
expression and NO production in early reperfusion phase. In our results, in accordance with 
previous studies with similar reperfusion time-points 23, 24, lower expressions of both NO and 
eNOS were observed. We suppose that longer reperfusion times my show additional alterations of 
NO metabolism. 
Considering the role of the endothelial glycocalyx in maintaining the homeostasis, preventing its 
shedding or degradation may have important clinical benefits during thoracic surgeries. In this 
regard, in this study, it has been observed that the administration of lidocaine is able to significantly 
reduce the alterations of the glycocalyx caused by IRI. Our results show that lidocaine can also 
reduce the lung oedema, the expression of adhesion molecules and the alterations observed in the 
NO metabolism.  
The inflammatory response, and particularly the production of pro-inflammatory cytokines, can 
intensify the glycocalyx degradation 18 and it has been previously observed that lidocaine has 
important anti-inflammatory effects in the IRI observed after pulmonary resection surgeries 25, 26. 
Hence, it is possible that the protective effect of lidocaine on glycocalyx may be due to its anti-
inflammatory properties. Further studies are required in order to understand the exact pathway that 
leads to glycocalyx protection mediated by lidocaine administration. 
From a clinical point of view, it is interesting that both the glycocalyx degradation and the 
effectiveness of lidocaine administration can be detected in plasma samples, allowing the clinicians 
to monitor in a quick and low-invasive way the lung injury caused by IRI after pulmonary resection 
surgery.  
MicroRNAs (miRs), short RNA sequences that act as post-transcriptional regulators, have emerged 
as promising disease biomarkers. In fact, recent studies have examined the possibility that changes 
in miRNAs expression could be used as biomarkers for IRI 27. In a recent study conducted by our 
research group, increased expressions of several miRs were observed after lung IRI (Rancan L, 
personal communication, 2014); among others, miR-126 showed an increase. Interestingly, this 
miR targets syndecan-1 and VCAM. Further studies should be able to clarify whether the 
degradation of the glycocalyx is modulated also by the miRs expression in the lung IRI.  
The main limitation of our study is the short reperfusion time; the analysis of the biomarkers beyond 
60 min of reperfusion could have provided more data. However, since the most significant 
 
 
 
molecular changes in the acute lung injury occur at an early stage, it is reasonable to consider that 
the main results of our study may be confirmed by long time-point samples. 
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The bar graphs show the expression of the pulmonary oedema of lung biopsies comparing the 
control group with the lidocaine group (LIDO) and with the SHAM group. PPn, lung biopsy taken 
at the beginning of the surgical procedure; PRp, lung biopsy taken at the end of the surgical 
procedure, after the ischemic period and before the beginning of the reperfusion; Rp-30’, lung 
biopsy taken 30 min after the beginning of the reperfusion, Rp-60’, lung biopsy taken 60 min after 
the beginning of the reperfusion. +p< 0.05 vs. PPn; Xp<0.05 vs. CONTROL; Vp<0.05 vs. LIDO. 
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The bar graphs show the levels of myeloperoxidase (MPO) in lung biopsies (A) and in plasma 
samples (B) comparing the control group with the lidocaine group (LIDO) and with the SHAM 
group. PPn, lung biopsy taken at the beginning of the surgical procedure; PRp, lung biopsy taken 
at the end of the surgical procedure, after the ischemic period and before the beginning of the 
reperfusion; Rp-30’, lung biopsy taken 30 min after the beginning of the reperfusion, Rp-60’, lung 
biopsy taken 60 min after the beginning of the reperfusion. +p< 0.05 vs. PPn; Xp<0.05 vs. 
CONTROL; Vp<0.05 vs. LIDO. 
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The bar graphs show the levels of syndecan-1 in lung biopsies (A) and in plasma samples (B) 
comparing the control group with the lidocaine group (LIDO) and with the SHAM group. PPn, lung 
biopsy taken at the beginning of the surgical procedure; PRp, lung biopsy taken at the end of the 
surgical procedure, after the ischemic period and before the beginning of the reperfusion; Rp-30’, 
lung biopsy taken 30 min after the beginning of the reperfusion, Rp-60’, lung biopsy taken 60 min 
after the beginning of the reperfusion. +p< 0.05 vs. PPn; Xp<0.05 vs. CONTROL; Vp<0.05 vs. 
LIDO. 
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The bar graphs show the levels of heparan sulphate in plasma samples comparing the control group 
with the lidocaine group (LIDO) and with the SHAM group. PPn, lung biopsy taken at the beginning 
of the surgical procedure; PRp, lung biopsy taken at the end of the surgical procedure, after the 
ischemic period and before the beginning of the reperfusion; Rp-30’, lung biopsy taken 30 min after 
the beginning of the reperfusion, Rp-60’, lung biopsy taken 60 min after the beginning of the 
reperfusion. +p< 0.05 vs. PPn; XpP 0.05 vs. CONTROL; Vp<0.05 vs. LIDO. 
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The bar graphs show the levels of vascular cell adhesion protein (VCAM) in lung biopsies (A) and 
intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) in plasma samples (B) comparing the control group 
with the lidocaine group (LIDO) and with the SHAM group. PPn, lung biopsy taken at the beginning 
of the surgical procedure; PRp, lung biopsy taken at the end of the surgical procedure, after the 
ischemic period and before the beginning of the reperfusion; Rp-30’, lung biopsy taken 30 min after 
the beginning of the reperfusion, Rp-60’, lung biopsy taken 60 min after the beginning of the 
reperfusion. +p< 0.05 vs. PPn; Xp<0.05 vs. CONTROL; Vp<0.05 vs. LIDO. 
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The bar graphs show the levels of nitric oxide (NO) in plasma samples (A) and endothelial nitric 
oxide synthase (eNOS) in lung biopsies (B) comparing the control group with the lidocaine group 
(LIDO) and with the SHAM group. PPn, lung biopsy taken at the beginning of the surgical 
procedure; PRp, lung biopsy taken at the end of the surgical procedure, after the ischemic period 
and before the beginning of the reperfusion; Rp-30’, lung biopsy taken 30 min after the beginning 
of the reperfusion, Rp-60’, lung biopsy taken 60 min after the beginning of the reperfusion. +p< 
0.05 vs. PPn; Xp<0.05 vs. CONTROL; Vp<0.05 vs. LIDO. 
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Abstract 
Objectives: During transplant surgeries, the lung experiences an ischaemia-reperfusion 
(I/R) induced damage identified as a significant cause of morbidity and mortality in the 
early postoperative period. One of the major contributors of this injury is the recruitment 
of circulatory leukocytes. However, the mechanisms by which I/R induces leukocyte 
accumulation and subsequent tissue damage in lung surgeries remains unknown. Therefore, 
the present study aims to assess the role of monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) and 
macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2) in leukocyte chemotaxis related to lung injury 
secondary to I/R. 
Methods: Six pigs were subjected to an orthotopic left caudal lobe lung transplantation 
with a subsequent 60 minutes graft reperfusion (CON group). In addition, six animals 
underwent to sham surgery (Sham Group). Plasma samples and lung biopsies were 
collected before the beginning of pneumonectomy, before starting the reperfusion, 30 
minutes after the beginning of the reperfusion and 60 minutes after the beginning of the 
reperfusion. Plasma levels of intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) and lung 
expression of monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1), macrophage inflammatory protein 
2 (MIP-2), myeloperoxidase (MPO) and lung oedema were measured. 
Results: Lung I/R caused substantial damage observed as pulmonary oedema. The oedema 
was evident after the ischemic insult and increased after reperfusion. After reperfusion, 
 
 
 
increased levels of MPO were observed which suggests an activation and infiltration of 
neutrophils into the lung tissue. After 30 min of reperfusion, MCP-1, MIP-2 and ICAM-1 
levels were significantly increased compared to prepneumonectomy levels (p<0.05) and a 
further increase was observed after 60 min of reperfusion (p<0.05). 
Conclusions: The present study demonstrates that activated neutrophils, as well as MCP-
1, MIP-2 and ICAM-1 are involved in inflammatory response induced by ischemia-
reperfusion-induced lung injury. 
Keywords: ICAM-1, ischemia-reperfusion injury, lung, MCP-2, MIP-1 
 
Introduction 
Lung transplantation is currently the only treatment that can prolong the life of patients 
with terminal lung diseases. Currently, the number of viable organs available is very limited 
and the selection criteria of the subsidiary lung transplant are stringent, resulting in long 
waiting lists. For this reason, research is necessary to optimize the lung transplantation 
process and to face an important issue of healthcare demand. During transplant surgery the 
lung experiences an ischaemia/reperfusion (I/R)-induced damage which is known to be the 
consequence of the following elements: apoptosis, oxidative stress and both local and 
systemic inflammatory response (Carden, Granger 2000). These factors have been shown 
to lead to lung damage that can compromise the viability of the organ. In fact, 
ischaemia/reperfusion injury (IRI) is a main cause of primary graft failure (de Perrot et al. 
2003). However, the biochemical mechanisms that mediate the inflammatory response in 
lung transplantation are still to be completely understood. Thus, there is a need for a better 
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understanding of the cellular and molecular events associated with ischemia-reperfusion-
induced- lung injury (IRLI) in order to develop more site-specific interventions that could 
mitigate inflammatory injury during early reperfusion without interfering with lung 
healing. One of the major factors of acute inflammation is the recruitment of circulatory 
leukocytes. Leukocyte accumulation can increase the release of reactive oxygen species 
and proteases, promoting progressive tissue damage, and contributing to increased vascular 
permeability (Aghajanian et al. 2008). However, the mechanisms by which I/R induces 
leukocyte accumulation and subsequent tissue damage in lung surgeries remains unknown. 
For this reason, the aim of the present study is to assess the role of monocyte chemotactic 
protein 1 (MCP-1) and macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2) in leukocyte 
chemotaxis related to lung injury secondary to I/R. 
Materials and Methods 
This study was approved by the institution's Research and Animal Experimentation 
Committee. All experiments were performed according to European and Spanish law 
regarding the handling and care of experimental animals.  
Animal Model and Study Groups  
Six pigs (Sus scrofa)( 35 ± 4 kg) were subjected to an orthotopic left caudal lobe lung 
transplantation (left pneumonectomy, ex situ cranial lobectomy, and left caudal lobe re-
implantation) with a subsequent 30 minutes graft reperfusion (CON group). In addition, 
six animals were submitted to sham surgery (Sham Group).  
Anaesthesia 
 
 
 
The anaesthetic procedure has been previously described (Garutti et al. 2014). Briefly, the 
anaesthetic premedication was performed with IM ketamine (10 mg/kg; Ketolar, Parke 
Davis, Pfizer, Dublin, Ireland). The induction was conducted with propofol (4 mg/kg; 
Diprivan, AstraZeneca, Macclesfield, Cheshire, UK), fentanyl (3 µg/kg; Fentanest, Kern 
Pharmaceuticals, Houston, TX), and atracurium (0.6 mg/kg; Tracrium, Glaxo Smith Kline, 
Brentford, UK). Orotracheal intubation was performed with a 6- to 7-mm cuffed 
endotracheal tube. Mechanical ventilation with volume-controlled ventilation was used 
with 5 cm H2O positive end expiratory pressure and peak pressure <30 cm H2O throughout 
the study. A tidal volume approximately 8 mL/kg, a respiratory rate of 12 to 15 respirations 
per minute (rpm), and an inspiratory to expiratory ratio of 1:2 were chosen to maintain 
PaCO2 in the range of 35 to 40 mmHg. FiO2 was maintained at 1 throughout the procedure. 
Intraoperative crystalloid infusion was maintained at 5 to 6 mL kg-1 h-1. Anaesthesia was 
maintained with propofol in continuous infusion (8 to 10 mg kg-1 h-1). Supplemental doses 
of fentanyl and atracurium were used when required. 
Surgical protocol  
The surgical procedure has been previously described, with the only difference that the 
reperfusion time was set to 60 minutes instead of 30 minutes (Casanova et al. 2011, Simon 
Adiego et al. 2011). Briefly, we performed a left thoracotomy and we placed the 
endotracheal tube into the right bronchus starting in this way the one lung ventilation 
(OLV). Then the pneumonectomy was performed. Just before the completion of the 
pneumonectomy, a bolus of IV heparin (300 IU/kg; Mayne Pharma, Madrid, Spain) was 
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administered to prevent thrombosis in the clamped pulmonary artery. Next, on the back 
table, the left lung was perfused through the pulmonary artery and veins with University of 
Wisconsin solution, and a cranial lobectomy was performed to ensure that a thrombus did 
not form during the graft. The caudal left lobe was implanted back into the swine, and the 
reperfusion was performed in a retrograde direction by unclamping the left atrium. The 
endobronchial tube was then pulled back into the trachea, which enabled 2-lung ventilation. 
The left pulmonary artery was then unclamped, and blood flow was maintained for 60 
minutes. At the end of the experiment, the animal was euthanized by a potassium chloride 
injection while under deep anaesthesia. Animals in the Sham group underwent the same 
protocol than in the CON group, including thoracotomy, except for lung resection and 
OLV.  
Measurement and sampling time points  
Plasma samples and lung biopsies were collected before completing pneumonectomy 
(PRE-PN), before reperfusion and ventilation of the reimplanted left caudal lobe (PRE-
RP); 30 minutes after the beginning of the reperfusion of the reimplanted lobe (30’P-RP) 
and 60 minutes after the beginning of the reperfusion of the reimplanted lobe (60’P-RP). 
Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)  
Plasma levels of intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) and lung levels of monocyte 
chemotactic protein 1 (MCP-1) and macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2) were 
measured by using specific commercial ELISA kits according to the manufacturer’s 
instructions (Biosource International Inc., Camarillo, CA, USA).  
Wet-to-dry ratio  
 
 
 
In order to quantify the wet-to-dry ratio, approximately 50 mg of each lung sample was 
incubated for 12 hours at 60°C and weighed again. The values obtained were analysed with 
the following formula: [wet weight – dry weight] / wet weight. 
MPO  
The myeloperoxidase (MPO) assay was used to quantitate lung tissue neutrophil 
accumulation, and it was detected by the modified Bradley method of Bradley et al. 
(Bradley et al. 1982). 
Statistical analysis  
The data are expressed as the mean and the standard error of the mean (SEM). 
Nonparametric tests were used. Accordingly, a Mann-Whitney U-test was applied to 
establish differences between the analysed groups. In addition, a Wilcoxon test for paired 
data was used to study the evolution of the intragroup values. Statistical significance was 
considered at p≤0.05. The SPSS version 14.0 statistical package was used in this study. 
 
Results  
Lung I/R caused substantial pulmonary damage determined as lung oedema (Figure 1). 
This oedema, measured as wet to dry ratio, was accompanied by increased neutrophil 
accumulation, as measured by tissue MPO content (Figure 2). However, MPO elevation 
was only observed after reperfusion indicating that oedema is already evident before the 
accumulation and activation of neutrophils.  
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After 30 minutes of reperfusion, both MCP-1 and MIP-2 levels were significantly increased 
compared to PRE-PN levels (p<0.05) and a further increase was observed after 60 minutes 
of reperfusion (p<0.05) (Figure 3 and 4 respectively). Similarly, plasma levels of ICAM-1 
were significantly increased 30 minutes after reperfusion in CON group compared to PRE-
PN levels (p<0.05) and a further increase was observed 60 minutes after the beginning of 
the reperfusion (p<0.05) (Figure 5). 
 
Discussion 
Ischemic periods of significant duration result in an inflammatory response; this response 
is both accelerated and augmented when the ischemic tissue is reperfused. The consequent 
injury has been identified as a significant cause of morbidity and mortality in the early 
postoperative period. In addition, severe ischemia-reperfusion injury (IRI) has been 
associated with an increased risk of acute rejection and it is considered as a main cause of 
primary graft failure (de Perrot et al. 2003). In this study, we have observed that the 
ischemic insult causes pulmonary oedema and that this injury is greater after reperfusion. 
The reperfusion injury affecting the lung exhibits a bimodal pattern, consisting of 
neutrophil-independent events during the first few hours of reperfusion and of neutrophil-
mediated events after 4 hours of reperfusion (Eppinger et al. 1995). Neutrophils 
progressively infiltrate the transplanted lung during the initial 24 hours of reperfusion 
playing an important role in the inflammatory response (Adoumie et al. 1992). In this study, 
we have observed increased levels of MPO 30 and 60 minutes after reperfusion. Hence, our 
results confirm that the reperfusion injury causes neutrophils activation and infiltration 
within the lung. However, previous studies observed that other leukocytes, such as 
macrophages, have a more important role in the early phase of reperfusion (Fiser et al. 
2001). Macrophages, as well as lymphocytes, produce several chemokines known for their 
 
 
 
chemotactic and pro-inflammatory effects. However, their role in IRLI is not fully 
understood yet. MIP-2 is a chemokine secreted by monocytes and macrophages that is 
chemotactic for polymorphonuclear leukocytes and hematopoietic stem cells. Aratani et al. 
demonstrated that this chemokine participates in pulmonary inflammation and that it 
regulates MPO and, as well, can be regulated by it (Aratani et al. 2012). In accordance with 
that study, our results confirm that MIP-2 expression increased after IRLI. Moreover, in 
our study, MIP-2 levels increased before reperfusion whereas MPO levels increased after 
reperfusion, suggesting that macrophages participate in the early phase of reperfusion and 
that MIP-2 contributes to neutrophils activation in case of IRLI. MIP-2 is not the only 
chemokine involved in peripheral leukocytes recruitment. There is overwhelming evidence 
that one of the best-studied CC chemokines, MCP-1, plays a critical role in the development 
of several acute and chronic diseases; however, the molecular mechanisms underlying the 
role of MCP-1 in the development and progression of lung IRI caused by lung auto-
transplantation remains poorly understood. Several studies have investigated the role of 
MCP-1 in cardiovascular diseases (Niu, Kolattukudy 2009). Experiments from animal 
models have shown that myocardial MCP-1 is responsible for mononuclear cell recruitment 
into the ischemic myocardium (Birdsall et al. 1997) and that it is involved in the 
inflammatory process associated with transplantation that can lead to transplant 
vasculopathy and tissue destruction, resulting eventually in a rejection. In fact, early and 
persistent expression of MCP-1 in cardiac allografts has been implicated in transplant 
arteriosclerosis and allograft rejection (Horiguchi et al. 2002, Russell et al. 1993, Bharat et 
al. 2008) and increased levels of MCP-1 have been reported in human myocardial 
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transplant patients (de Groot-Kruseman et al. 2001, de Groot-Kruseman et al. 2003, 
Hognestad et al. 2005). In these patients, increased MCP-1 levels were associated with 
immediate graft dysfunction and rejection. To our knowledge, few investigations have been 
performed about the role of MCP-1 in the inflammatory process that affects the lung after 
the ischemia-reperfusion episode (Simon Adiego et al. 2011). In accordance with Simon et 
al., in this work we have observed increased levels of MCP-1 after reperfusion. Hence, our 
results confirm that MCP-1 plays an important role in monocyte recruitment during IRLI, 
as it does in others tissues. MCP-1 has shown some promise as biomarker for disease 
monitoring in other inflammatory diseases, such as juvenile rheumatoid arthritis (Yao et al. 
2006). Thus, the knowledge of its involvement in the lung IRI caused by lung auto-
transplantation might open new possibilities for this molecule as diagnostic biomarker in 
lung surgery.  
Another important component of the IRI is the adhesion of leukocytes, since neutrophils 
accumulation per se would not be enough to cause tissue injury. In fact, in vivo studies 
observed that toxic products are almost exclusively secreted by adherent neutrophils 
(Frangogiannis et al. 2002). ICAM-1 is one of the primary ligands for the CD18 integrins 
(Albelda et al. 1994); it facilitates both emigration of neutrophils and their adherence-
dependent cytotoxic behaviour. ICAM-1 involvement in IRI has been –and still is– object 
of intensive investigation since it seems to be possible to use it not only for diagnosis, but 
also for therapy (Tuttolomondo et al. 2009). In our study, increased levels of ICAM-1 were 
observed after reperfusion. Hence, our results suggest that the neutrophils observed in the 
lung would be adherent or, at least, that an increased adhesion stimulus was present, 
implying that it would be the toxic products secreted by the adhered neutrophils that could 
cause, at least in part, the lung injury observed after reperfusion. Moreover, in this study 
we decided to analyse ICAM-1 levels in plasma. In fact, this molecule has been previously 
 
 
 
investigated as target of treatment of the IRI (Tuttolomondo et al. 2009). Thus, to observe 
any alteration of its levels in plasma samples would not only be proof of a systemic injury, 
but would also be helpful to monitor treatment outcome when an anti-inflammatory 
treatment would be used. In addition, it has been previously observed that newly expressed 
ICAM-1 may participate in the tissue injury associated with reperfusion only when 
leukotactic gradient and neutrophil activation are present. TNF-α may be a crucial factor 
for initiating the cytokine cascade responsible for ICAM-1 induction and subsequent 
neutrophil-induced injury (Frangogiannis et al. 1998). About lung IRI, previous studies 
observed an increased expression of cytokines, such as TNF-α among others (de Perrot et 
al. 2003, Simon Adiego et al. 2011, Casanova et al. 2011, Garutti et al. 2014). Thus, it is 
likely to suppose that the cytokine cascade associated with the IRI could be the cause, at 
least in part, of the increased levels of ICAM-1 observed in this study.  
Conclusion 
The present study demonstrates that adherent and activated neutrophils, as well as MCP-1 
and MIP-2, are involved in inflammatory response induced by ischemia-reperfusion-
induced lung injury. This information may not only help identifying the molecular 
pathways involved and improve the understanding of the molecular basis of the IRLI, but 
it may also provide potential biomarkers for diagnosis and early identification of such 
condition as well as potential therapeutic targets. 
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 Figure legends 
Figure 1: Bar graphs show the expression of oedema, measured as wet to dry ratio, in lung 
samples throughout the experiment and compare the control group (CON) with the SHAM 
group. 
PRE-PN, value obtained before clamping the pulmonary artery; PRE-RP, value obtained 
before starting the reperfusion; 30’P-RP and 30’P-RP, values obtained 30 min and 60 min 
after reperfusion respectively.  
*p < 0.001 vs. SHAM. 
Figure 2: Bar graphs show the expression of MPO in lung samples throughout the 
experiment and compare the control group (CON) with the SHAM group. 
PRE-PN, value obtained before clamping the pulmonary artery; PRE-RP, value obtained 
before starting the reperfusion; 30’P-RP and 30’P-RP, values obtained 30 min and 60 min 
after reperfusion respectively.  
*p<0.001 vs. SHAM. 
Figure 3: Bar graphs show the expression of MIP-2 in lung samples throughout the 
experiment and compare the control group (CON) with the SHAM group. 
PRE-PN, value obtained before clamping the pulmonary artery; PRE-RP, value obtained 
before starting the reperfusion; 30’P-RP and 30’P-RP, values obtained 30 min and 60 min 
after reperfusion respectively.   
*p<0.05 vs. SHAM; **p<0.001 vs. SHAM  
 
 
 
Figure 4: Bar graphs show the protein expression of MCP-1 in lung biopsies and compare 
the control group (CON) with the SHAM group.  
PRE-PN, value obtained before clamping the pulmonary artery; PRE-RP, value obtained 
before starting the reperfusion; 30’P-RP and 30’P-RP, values obtained 30 min and 60 min 
after reperfusion respectively.  
*p<0.001 vs. SHAM. 
Figure 5: Bar graphs show the protein expression of ICAM-1 in plasma samples and 
compare the control group (CON) with the SHAM group.  
PRE-PN, value obtained before clamping the pulmonary artery; PRE-RP, value obtained 
before starting the reperfusion; 30’P-RP and 30’P-RP, values obtained 30 min and 60 min 
after reperfusion respectively.  
*p<0.01 vs. all; **p<0.001 vs. PRE-PN and PRE-RP 
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Systemic and alveolar inflammatory response in the dependent and nondependent lung in 
patients undergoing lung resection surgery.  
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